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Estudos mostram que o consumo materno de dieta hiperlipídica (HFD) é capaz de prejudicar a 
formação de circuitos neuronais hipotalâmicos em proles de camundongos, contribuindo para 
um fenótipo hiperfágico que pode estar relacionado com obesidade na vida adulta. Este 
distúrbio parece ser mediado pela ativação da via de sinalização Notch1 levando à repressão de 
fatores proneurais como Mash1 e Ngn2/3 que são importantes na neurogênese hipotalâmica e 
diferenciação neuronal. O objetivo do estudo foi avali r os efeitos do consumo materno de dieta 
hiperlipídica durante a gestação e lactação sobre a via Notch1 no hipotálamo e no núcleo 
arqueado hipotalâmico (ARC) da prole de camundongos. Para isso utilizou-se proles de 
camundongos Swiss (machos) de mães alimentadas com HFD e com ração comer ial durante a 
gestação e lactação. Foram avaliados neonatos (P0), proles com 28 dias de vida (P28) e proles 
adultas (P82). Determinou-se peso corporal e adiposi ade das proles. Investigou-se os níveis 
de mRNA dos genes que codificam proteínas Notch1, Hes5 e Mash1, citocinas pró-
inflamatórias Il-1β e TNF-α e neuropeptídios AgRP e POMC. Fez-se análise do conteúdo das 
proteínas da via Notch1 e das proteínas inflamatórias JNK e NF-κB. Avaliou-se a proliferação 
celular por marcação com BrDU e a presença de Mash1 e neurônios recém-formados, por 
imunohistoquímica. Além de avaliar a população de neurônios POMC e NPY no ARC da prole 
de camundongos, por imunofluorescência. Observou-se maior peso corporal e adiposidade nas 
proles de mães alimentadas com HFD. Notou-se também aumento nos níveis hipotalâmicos de 
mRNA de Il-1β. Acompanhado de aumento nos níveis de mRNA de Hes5e redução nos níveis 
de mRNA de Ascl1 (Mash1) no hipotálamo e ARC das proles de mães HFD. Além disso, os 
dados demonstraram maior número de células marcadas om BrDU seguido de aumento na 
população de neurônios NPY ao passo que a população de neurônios POMC apresentou-se 
diminuída no ARC das proles de mães HFD. Os resultados pontam alterações na neurogênese 
hipotalâmica e diferenciação neuronal, levando a umredução de neurônios POMC que parece 
ser mediada pela supressão de Mash1, acompanhada de umento compensatório de neurônios 
NPY. Estas alterações contribuem para hiperfagia e aumento do peso corporal, podendo compor 
um dos mecanismos responsáveis pela obesidade na vida dulta.  
 









Studies show that maternal high-fat diet (HFD) consumption can be able to impair the formation 
of hypothalamic neuronal networks in mice offspring contributing to a phenotype of 
hyperphagia that can be related to obesity in adulthood. This disturbance seems to be mediated 
by Notch1 signaling pathway activation leading to the repression of proneural factors as Mash1 
and Ngn2/3 which are important in hypothalamic neurogenesis and neuronal differentiation. 
The aim of the study was to evaluate the maternal HFD consumption effects during gestation 
and lactation on the Notch1 signaling in the hypothalamus and hypothalamic arcuate nucleus 
(ARC) of mice offspring. To do this, we used mice offspring Swiss (males) from dams fed with 
HFD and standard chow (SC) during pregnancy and lactation. It was evaluated neonates (P0), 
young and adult offspring (P28 and P82, respectively). We determined body weight and 
adiposity of mice offspring, the mRNA levels of genes that code Notch1, Hes5 and Mash1 
proteins; pro-inflammatory cytokines as Il-1β and TNF-α, and neuropeptides as AgRP and 
POMC. We evaluated the content of Notch1 pathway proteins and inflammatory proteins as 
JNK and NF-κB. To measure the cell proliferation, we used BrDU labeling. We analyzed 
presence of Mash1 and newborn neurons by immunohistoc emistry. Besides, we measured the 
population of POMC and NPY neurons in the ARC of mice offspring by immunofluorescence. 
We observed an increased body weight and adiposity in mice offspring from dams fed with 
HFD. We noticed an increase in the mRNA levels of Il-1β accompanied by higher mRNA levels 
of Hes5 and lower mRNA levels of Ascl1 (Mash1) in the hypothalamus and ARC of mice 
offspring from HFD dams. In addition, data showed higher number of BrDU-labeled cells 
followed by increase in the NPY neurons population and reduction in the POMC neurons 
population in the ARC of these mice offspring. The results indicate alterations in the 
hypothalamic neurogenesis and neuronal differentiation leading to a reduction of POMC 
neurons that seems to be mediated by Mash1 suppression accompanied by compensatory 
increase of NPY neurons. These alterations contribute to hyperphagia and increase of body 
weight that could be one of the responsible mechanisms for obesity in adulthood. 
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 1 INTRODUÇÃO 
É bem estabelecida a crescente prevalência da obesidad , com dados cada vez mais 
alarmantes em relação à doença. Segundo World Health Organization (WHO), em 2014 mais 
de 1,9 bilhões de pessoas (acima de 18 anos) apresentavam sobrepeso, sendo que 600 milhões 
eram obesas. Além disso, em 2013 cerca de 42 milhões de crianças abaixo dos 5 anos de idade 
apresentavam sobrepeso ou eram obesas (WHO, 2015). Estes números explicam o fato da 
obesidade ser um problema de saúde pública que movimenta muitos estudos sócio-econômicos, 
clínicos e moleculares com o intuito de reverter este preocupante cenário.  
 
Porém, em períodos mais remotos da história a obesidade era sinônimo de saúde, 
fertilidade e riqueza. Evidências mostram que no período Neolítico (cerca de 20.000 – 30.000 
a.C.) havia o culto a deusas da agricultura, fertilidade e maternidade representadas por figuras 
obesas (Spivey, 2005). No antigo Egito, há vestígios de que algumas múmias pertenciam a 
pessoas obesas, mostrando que tal doença era recorrente em membros da realeza (Reeves, 
1992). Além disso, na antiga Grécia várias esculturas e pinturas de corpos femininos obesos 
representavam o excesso de adiposidade como sendo padrão de beleza, fertilidade e destaque 
social (Klein, 1996). Porém, Hipócrates (460-370 a.C.), famoso médico grego considerado “Pai 
da Medicina”, foi o primeiro a alertar sobre os perigos da obesidade e relacioná-la com outras 
doenças (Littré, 1839). Seu seguidor Galeno (129-217 d.C.) também se dedicou ao estudo desta 
doença, propondo tratamento baseado em dieta com alimentos contendo poucos nutrientes 
associada a exercícios físicos (Bray, 2011). 
 
Contudo, mudanças nos padrões sociais, comportamentis  nos hábitos alimentares 
ao longo dos séculos fizeram com que tal doença atingisse proporções epidêmicas. Sabe-se 
atualmente que a obesidade tem caráter multifatorial e f tores tais como fatores genéticos, 
nutricionais, crescimento econômico, avanço tecnológico, industrialização, urbanização entre 
outros têm contribuído de maneira importante para o gravamento deste quadro. Estas 
mudanças da sociedade moderna aumentaram a renda da popul ção, a qual passou a consumir 
alimentos com maior densidade calórica e ao mesmo te po, a automatização em vários setores 
fez com a população diminuísse o gasto energético (WHO, 2003). Assim, a associação entre o 
consumo de dietas hipercalóricas e a diminuição do gasto energético resultou em um balanço 





Segundo a WHO (2015), sobrepeso e obesidade são definidos como sendo o 
acúmulo excessivo e anormal de gordura que representa riscos à saúde. Uma forma de medida 
preliminar de obesidade é a determinação do Índice de Massa Corpórea (IMC), o qual pode ser 







Uma pessoa com IMC maior ou igual a 25 é considerada sobrepeso. Porém, quando 
o IMC for maior que 30, a pessoa é considerada obesa (WHO, 2015). 
 
Determinação de IMC e circunferência de cintura e quadris são importantes 
medidas utilizadas em estudos epidemiológicos que relacionam o excesso de adiposidade com 
o risco de outras doenças como: diabetes mellitos tipo 2, doenças cardiovasculares, 
dislipidemias, hipertensão e câncer (Grundy & Barnett, 1990; Kahn & Flier, 2000; Vainio & 
Bianchini, 2002; Wilson et al., 2002; Calle et al.,2003; Malnick & Knobler, 2006; Faber et al., 
2010; Ghoorah et al., 2014). 
 
O risco de desenvolver tais doenças é ainda maior quando a obesidade ocorre 
durante a infância e adolescência. Segundo Dietz (2004), entre 25 e 30% dos casos de obesidade 
em adultos norte-americanos iniciam-se na infância ou dolescência, persiste durante a vida 
adulta sendo relacionada com o grau mais severo da d ença entre os adultos.    
 
Grande parte das crianças e adolescentes com sobrepeso ou obesidade apresentam 
algumas características clínicas como pressão arterial elevada, hiperlipidemia e 
hiperinsulinemia, que podem progredir para as várias doenças relacionadas à obesidade (Dietz, 
2004; Freedman et al., 2007; Li et al., 2009; CDC, 2015).  
 
É importante destacar que a obesidade infantil podeser consequência da obesidade 
materna, uma vez que a prevalência da doença em mulheres em idade reprodutiva é cada vez 
maior (Yu et al., 2006).  
A obesidade causa mudanças no metabolismo materno que podem ser prejudiciais 
tanto para a mãe quanto para o feto. Durante a gestção, a obesidade materna aumenta os riscos 




mães, destacam-se aumento na ocorrência de hipertensão (Kannel et al., 1967; Abrams & Laros, 
1988), pré-eclampsia (Sibai et al., 1997; O’Brien et al., 2003; Weiss et al., 2004), 
tromboembolismo (Edwards et al., 1996; Baeten et al., 2001; Sebire et al., 2001) e diabetes 
gestacional (O’Sullivan, 1984; Glazer et al., 2004). Com relação ao feto, há maior risco de 
mortalidade perinatal (Cnattingius et al., 1998; Cedergren et al., 2004), malformações 
congênitas (Waller et al., 1994; Watkins et al., 2003) e macrossomia (Sebire et al., 2001; Weiss 
et al., 2004; Cedergren et al., 2004).  
 
Além de todas as complicações citadas acima, evidências sugerem que a obesidade 
materna pode ter consequências em longo prazo para a saúde da prole (Drake & Reynolds, 
2010). Umas das hipóteses que explicaria a relação entre a obesidade materna e a obesidade da 
prole é a developmental overnutrition hypothesis. De acordo com esta hipótese altos níveis de 
glicose, ácidos graxos livres e aminoácidos maternos esultam em mudanças permanentes no 
controle do apetite, no funcionamento neuroendócrino e o metabolismo energético do feto em 
desenvolvimento. Isto aumenta o risco do desenvolvimento de excesso de adiposidade, 
associado a doenças metabólicas e cardiovasculares na vida adulta (Armitage et al., 2008). Este 
fenômeno é conhecido como programação metabólica e se enquadra na hipótese de 
supernutrição durante o desenvolvimento fetal. 
 
1.1 Programação metabólica 
Em períodos críticos do desenvolvimento, o organismo é capaz de responder a 
situações ambientais, através de adaptações molecular s, celulares e bioquímicas. Essas 
adaptações resultam em modificações permanentes na fisiologia e no metabolismo de maneira 
que mesmo na ausência do estímulo inicial as adaptações metabólicas ainda podem ser 
observadas. E esse processo é denominado de “programação metabólica” (Lucas, 1991). 
 
A programação metabólica tem despertado grande interess  da comunidade 
acadêmica desde que observações epidemiológicas revelaram que a manifestação de algumas 
doenças não transmissíveis (diabetes mellitos tipo 2, d enças cardiovasculares, câncer, doença 
respiratória crônica e doença renal) na vida adulta podem ter sido desencadeadas por condições 





Há mais de duas décadas, Hales e Barker (1992) já invest gavam a relação entre o 
déficit no crescimento fetal e infantil e o risco de prejuízo na tolerância à glicose e 
desenvolvimento de doenças como diabetes mellitos tip  2 e doenças cardiovasculares na vida 
adulta. 
 
De acordo com suas investigações Hales e Barker (1992) propuseram a “hipótese 
do fenótipo econômico”, a qual sugere que o desenvolvimento fetal em um ambiente 
intrauterino com disponibilidade insuficiente de nutrientes faz com que o feto seja programado 
para “poupar” nutrientes, tornando-se um organismo “econômico” mesmo que a 
disponibilidade de nutrientes seja abundante ao longo da vida deste indivíduo. Essas alterações 
poderiam ser válidas para a sobrevivência em um ambiente cuja disponibilidade de nutrientes 
é deficitária, mas pode desencadear doenças se o ambiente nutricional pós-natal não for 
compatível com as condições da vida perinatal. Portanto, a hipótese sugere que a nutrição (fetal 
ou infantil) insuficiente, principalmente através da nutrição materna inadequada, pode agir 
como um estresse que desencadeia um processo de programação metabólica suprimindo o 
crescimento fetal. Os autores propuseram ainda, que um fator chave que liga a nutrição 
deficitária no início da vida ao desenvolvimento de diabetes na vida adulta é o desenvolvimento 
inadequado da massa de células beta (β) pancreáticas durante o período fetal. 
 
Dentre os primeiros trabalhos que já confirmavam precocemente a teoria de Hales 
e Barker, destacam-se os estudos epidemiológicos realizados com pessoas expostas ao “Inverno 
da Fome na Holanda” que ocorreu durante a Segunda Guerra Mundial entre os anos de 1944-
1945. Neste período as províncias do oeste da Holanda foram ocupadas por tropas nazistas que 
bloquearam a entrada de alimentos e combustíveis nesta r gião. Além disso, os holandeses 
sofriam com um rigoroso inverno que impedia a produção de alimentos (van der Zee, 1998).  
 
Sem condições de produzirem seus próprios alimentos por conta do brusco inverno 
e impedidos de receberem suprimentos por retaliação do g verno alemão, cerca de 4,5 milhões 
de holandeses sofreram um severo período de restrição alimentar e aproximadamente 18 mil 
pessoas morreram de fome neste mesmo período (van der Zee, 1998).   
 
Utilizando dados de arquivos médicos e o acompanhamento das gestantes que 




estudos mostraram que exposição à fome no final da gestação levou ao nascimento de bebês 
com tamanho reduzido, os quais eram propensos à obesidad  e intolerância à glicose na vida 
adulta. Interessantemente, a exposição à fome no início da gestação foi relacionada com 
hipertensão na vida adulta (Ravelli et al., 1976; 1998; 1999).   
 
De acordo com Kiani e Nielsen (2011), em mamíferos xi tem dois grandes fatores 
que determinam o tamanho da prole ao nascer: o tamanho do útero e a nutrição materna. Estudos 
com equinos realizados no início do século passado (Walton & Hammond, 1938) já apontavam 
a influência do tamanho da mãe sobre o tamanho da prole. Os autores observaram que a partir 
do cruzamento de pôneis Shetland com cavalos Shire, os f tos nasciam com pesos proporcionais 
aos das mães. Mostrando a regulação materna sobre o c scimento fetal, processo não 
totalmente compreendido até os dias atuais.  
 
Além dos estudos epidemiológicos e pesquisas que inv st gam os processos 
envolvidos no crescimento fetal, muitos estudos utilizando modelos animais demonstram os 
mecanismos moleculares e o papel da nutrição na programação metabólica.  
 
Um grande desafio é desvendar os mecanismos envolvidos na programação 
metabólica frente a estímulos nutricionais no ambiente intrauterino que desencadeiam a 
síndrome metabólica na vida adulta. Esta síndrome fi primeiramente descrita por Reaven em 
1988, como sendo um conjunto de fatores de risco (dislipi emia, hipertensão e hiperglicemia) 
que ocorrem concomitantemente e predispõe o indivíduo ao desenvolvimento de diabetes 
mellitos tipo 2 e doenças cardiovasculares (Beilby, 2004; Lam & LeRoith, 2000). Porém, a 
definição de síndrome metabólica vem sofrendo muitas mudanças ao longo dos anos, uma vez 
que outros fatores de risco parecem compor tal quadro. Atualmente, é definida por obesidade 
abdominal associada a outros fatores como: aumento de riglicerídeos, níveis diminuídos de 
colesterol HDL, inflamação subclínica, aumento da pressão arterial e da glicose sérica de jejum. 
Sendo a resistência à insulina e a obesidade, os mais i portantes fatores de risco para a 
síndrome (Miller & Adeli, 2008; Meshkani & Adeli, 2009; Sparks et al., 2012; Adeli, 2015). 
 
1.2 Modelos animais de programação metabólica 
Evidências a partir de estudos epidemiológicos são muito relevantes, mas também 




modelos animais pois permitem avaliar efeitos específicos de uma intervenção nutricional, 
como por exemplo, um exato período de tempo. Porém, co o apontado por Rinaudo e Wang 
(2012), a transposição dos dados obtidos em modelos experimentais para humanos nem sempre 
é possível. 
 
Dentre os modelos animais utilizados para estudos de programação fetal que 
desenvolvem síndrome metabólica na vida adulta, destacam-se ovelhas e roedores. A fisiologia 
das ovelhas é semelhante à humana, o período gestacional de ovinos é longo (aproximadamente 
145 dias), e geram um ou dois filhotes. Por outro lad , roedores são mais utilizados em estudos 
experimentais, por serem menores facilitando o manuseio, pelo baixo custo de manutenção, 
curto período gestacional e principalmente por apresentarem similaridades com o organismo 
humano, os genomas de humanos e roedores apresentam considerável homologia. Embora 
existam vários tipos de organismos experimentais, os roedores são considerados os melhores 
modelos para investigar os sistemas imune, endócrino, nervoso, cardiovascular, esquelético e 
outros complexos sistemas que compartilham com os humanos (Symonds et al., 2009; NIH, 
2012; Merlo et al., 2012).  
 
Sabe-se que a desnutrição materna induzida tanto por dieta hipoprotéica como por 
restrição calórica durante a gestação e lactação resulta em grandes mudanças na estrutura e 
função de vários órgãos na prole (Patel & Srinivasan, 2002). Estudos com prole de ratas prenhes 
alimentadas com dieta hipoprotéica mostraram: redução na vascularização e no tamanho das 
ilhotas pancreáticas, menor capacidade proliferativa das células β, diminuição da secreção de 
insulina estimulada por glicose e alteração da sensibilidade a este hormônio no músculo 
(Berney et al. 1997; Latorraca et al., 1998). Outros estudos com roedores mostraram que proles 
de mães mantidas sob restrição protéica apresentam alterações estruturais hepáticas, diminuição 
de glicoquinase hepática acompanhada de aumento na atividade da fosfoenolpiruvato 
carboxiquinase (PEPCK), enzimas chaves da glicólise e gliconeogênese, culminando em 
aumento na produção hepática de glicose (Ozanne et al., 1996; Burns et al., 1997). Dentre as 
alterações encontradas no tecido adiposo da prole de mães desnutridas, destacam-se: aumento 
da adipogênese e lipogênese (Shepherd et al., 1997;Guan et al., 2005; Bieswal et al., 2006), 
resistência à insulina e leptina acompanhada de inflamação de baixo grau (Ozanne et al., 1997; 
Ozanne et al., 2001; Sharkey et al., 2009; Desai et al., 2011; Akasheh et al., 2013; Lukaszewski 




adaptações metabólicas na prole que contribuem para o desenvolvimento de um fenótipo 
associado à obesidade e doenças relacionadas. 
 
Por outro lado, trabalhos com roedores que investigaram a programação fetal em 
ambiente intrauterino obesogênico mostram que exposição materna à dieta de cafeteria 
(constituída por alimentos palatáveis para humanos, que estimulem a ingestão alimentar) ou 
rica em gorduras é capaz de induzir a obesidade, resistência à insulina e leptina (Bayol et al., 
2005; Taylor & Poston, 2007; Morris & Chen, 2009; Dos Santos Perez et al., 2015; Masuyama 
et al., 2015; Zheng et al., 2015; Franco et al., 2016), hipertensão (Khan et al., 2004; Liang et 
al., 2009; Elahi et al., 2009; Samuelsson et al., 2010; Raipuria et al., 2015), esteatose hepática 
e doença hepática gordurosa não-alcóolica (Bruce et al., 2009; Bouanane et al., 2010; Gregorio 
et al., 2010; Oben et al., 2010; Dos Santos Perez et al., 2015; Tsuduki et al., 2016). 
 
Estudos do nosso grupo mostraram também que a prole de camundongos exposta à 
dieta rica em gorduras durante a gestação e lactação presentou maior peso corporal que 
persistiu até a vida adulta, maior deposição de gordura, aumento nos níveis séricos de colesterol, 
triglicérides, ácidos graxos livres, insulina e cito nas pró-inflamatórias; intolerância à glicose 
(Ashino et al., 2012; Benatti et al., 2014); resistência hipotalâmica à insulina, a qual pode ser 
associada à hiperfagia (Melo et al., 2014; Payolla et al. 2015). 
 
Assim, o fenótipo obeso, a hiperfagia e os distúrbios metabólicos são comuns de 
serem detectados na prole tanto em modelos que empregam a desnutrição ou restrição protéica 
materna, como naqueles que utilizam a supernutrição materna durante a gestação e lactação 
(Plagemann et al., 1992; Desai et al., 2005; Taylor & Poston, 2007; Ross & Desai, 2014).  
 
 1.3 Hipotálamo e a regulação do comportamento alimentar 
O hipotálamo é uma importante área do cérebro que integra o sistema límbico. 
Embora seu tamanho seja bem reduzido com relação às outra  regiões cerebrais, é responsável 
por uma série de funções essenciais como: controle comportamental, controle da temperatura 
corporal e da osmolalidade dos fluidos corporais, homeostase energética pela regulação do 
apetite e gasto energético (Machluf et al., 2011; Pearson and Placzek, 2013; Biran et al., 2015). 
 Distintos núcleos hipotalâmicos como o núcleo arqueado (ARC), núcleo 




área hipotalâmica lateral (LHA) compartilham conexões neuronais e juntos mantêm a 
homeostase corporal (Schwartz et al., 2000), conforme ilustrado na Figura 1. 
 
 
Figura 1. Núcleos hipotalâmicos. ARC, núcleo arqueado; VMH, hipotálamo ventromedial; DMH, hipotálamo 
dorsomedial; LHA, área hipotalâmica lateral; PVN, núcleo paraventricular. 
 
O apetite é regulado por um complexo circuito hipotalâmico que coordena sinais de 
fome e saciedade. O núcleo arqueado (ARC) é o sítio regulatório mais bem descrito no controle 
do comportamento alimentar (Ross & Desai, 2014; Sohn, 2015). Localizado na base do terceiro 
ventrículo este núcleo está próximo à eminência mediana e por isso é capaz de receber sinais 
periféricos a partir de nutrientes e hormônios presentes na corrente sanguínea que podem 
atravessar a barreira hemato-encefálica. Além desta fon e de informação o núcleo arqueado 
também pode receber sinais de outras regiões do sistema nervoso central (Ross & Desai, 2014). 
 
No ARC coexistem duas populações de neurônios que regulam o comportamento 
alimentar, os neurônios orexigênicos e os neurônios an rexigênicos. Os neurônios orexigênicos 
expressam neuropeptídeo Y (NPY) e agouti-related protein (AgRP) enquanto os neurônicos 
anorexigênicos expressam os neuropeptídeos pr opiomelanocortin (POMC) e cocaine- and 
amphetamine-regulated transcript (CART) (Flier, 2004; Velloso, 2006; Sohn, 2015). 
 
Estas duas populações de neurônios emitem projeções axonais para neurônios de 
segunda ordem localizados em outras regiões hipotalâmicas que também estão envolvidas na 
regulação da ingestão alimentar e gasto energético, destacando-se o PVN e a LHA (Sawchenko, 





O neuropeptídeo NPY interage com receptores específicos (NPYRs), o AgRP atua 
como agonista inverso dos melanocortin-4 receptors (MC4Rs) e o neurotransmissor ácido 
gama-aminobutírico (GABA) tem ação inibitória sobre outros neurônios. A ação destas 
moléculas culmina na inibição dos neurônios anorexigênicos (POMC e CART) e aumento da 
ingestão alimentar acompanhada da diminuição do gast energético (Velloso, 2006; Sohn et al., 
2013; Sohn, 2015).  
 
Em contrapartida, os neurônios POMC/CART quando estimulados liberam α-
melanocyte stimulating hormone (α-MSH), um dos derivados de POMC que interage com 
MC4R, suprimindo o apetite (Millington, 2007). Estes neurônios também liberam CART, um 
neuropeptídeo que inibe a ingestão alimentar por meio d  mecanismos ainda não totalmente 
esclarecidos. Porém, estudos funcionais demonstraram efeitos anorexigênicos em animais que 
receberam injeções deste peptídeo (Kristensen et al., 1998; Volkoff & Peter, 2000; Hunter et 
al., 2004). 
 
O PVN integra sinais de neuropeptídeos oriundos tanto do ARC como do tronco 
encefálico (Sawchenko & Swanson, 1983). Possui, predominantemente, uma população de 
neurônios de segunda ordem considerados supressores do apetite. Destacando-se os neurônios 
que liberam corticotropin-realising hormone (CRH) e thyrotropin-releasing hormone (TRH), 
os quais são ativados pela via melanocortina (α-MSH) levando à redução do apetite e aumento 
do gasto energético (Stanley et al., 2005; Ahima et al., 2008; Sohn, 2015). 
 
Outro núcleo hipotalâmico envolvido no comportamento alimentar é o DMH, o 
qual recebe projeções de neurônios NPY/AgRP e POMC. Esta região é caracterizada por 
induzir hiperfagia estimulada pela lactação, a qual ocorre por meio de redução da sinalização 
de MC4R e aumento da expressão de NPY em neurônios presentes neste núcleo (Chen et al., 
2004; Stanley et al., 2005) 
 
O VMH, também conhecido como “centro da saciedade”, recebe projeções axonais 
de neurônios NPY/AgRP e POMC, oriundas do ARC e outras regiões cerebrais. A regulação 
do comportamento alimentar parece ocorrer via melanocortina, diminuindo a ingestão alimentar 
quando neurônios POMC do núcleo arqueado ativam a expressão de brain-derived 





A região do hipotálamo considerada “centro da fome” é a área hipotalâmica lateral 
(LHA), a qual se destaca pela presença de duas importantes populações neuronais, uma que 
expressa orexina e outra que expressa melanin-concentrating hormone (MCH), ambos com 
atividade orexigênica (Elmquist et al., 1999; Stanley et al., 2005; Sohn et al., 2013).  
 
1.3.1 Ação dos hormônios periféricos leptina e insulina n regulação do apetite 
A leptina é um hormônio produzido principalmente pelo t cido adiposo branco, de 
forma proporcional à adiposidade corporal (Zhang et al., 1994). Como a secreção deste 
hormônio é constitutiva e intimamente ligada aos estoques de gordura, os níveis deste variam 
pouco em um curto período de tempo (Flak & Myers, 2015). Embora seja produzida 
perifericamente, a leptina exerce efeito central pela interação com receptores específicos 
(LepRb) expressos em populações de neurônios hipotalâmicos, destacando-se os neurônios 
NPY/AgRP e POMC/CART do ARC que são bastante responsiv s à ação da leptina (Tartaglia, 
1997; Scott et al., 2009; Myers et al., 2009; Patterson et al., 2011).  
 
Quando a leptina interage com seu receptor, este se dim riza e estimula a 
autofosforilação da proteína J nus kinase 2(JAK2) (Bjorbaek et al., 1997; Zabeau et al., 2003), 
a qual cataliza a fosforilação dos resíduos de tirosina 985 e 1138 do LepRb. A fosforilação do 
resíduo 985 culmina na ativação detyrosine-protein phosphatase non-receptor Type 11 – 
PTPN11 que ativa a via da extracellular-signal-regulated kinase – ERK (Banks et al., 2000; 
Rahmouni et al., 2009). Por outro lado, o resíduo 1138 fosforilado leva à fosfoliração e ativação 
da proteína signal transducer and activator of transcription 3 – STAT3, a qual sofre 
dimerização e migra para o núcleo, estimulando a transcrição de genes que codificam 
neurotransmissores envolvidos na homeostase energética (Bjorbaek & Kahn, 2004; Velloso, 
2006), ilustrado Figura 2B. Além disso, JAK2 fosforilada é capaz de ativar o substrato do 
receptor de insulina (IRS), o qual ativa a phosphoinositide-3-kinase (PI3K) (Kellerer et al., 
1997; Flier, 2004; Plum et al., 2005 Xu et al., 2005), como mostra Figuras 2A-B. 
 
A insulina é outro importante hormônio periférico envolvido na regulação da 
homeostase energética. Este hormônio é secretado pelas células β pancreáticas e atua por meio 
de interação com receptores específicos (receptores de in ulina – IRs) distribuídos em diferentes 




(Havrankova et al., 1979; Woods et al., 1979; Lee & Pilch, 1994; Saltiel & Kahn, 2001; 
Williams et al., 2011). 
 
Quando a insulina interage com seu receptor – IR, há uma mudança conformacional 
que leva à autofosforilação de resíduos de tirosina da porção intracelular da subunidade β do 
receptor, ativando a cascata de sinalização (White, 1997; Plum et al., 2005). IR fosforilado 
promove a fosforilação e ativação de insulin receptor substrate – IRS, principalmente IRS2. 
IRS2 ativa PI3K resultando na modulação dos disparos neuronais e liberação de 
neurotransmissores para a fenda sináptica (White, 1997; Plum et al., 2006; Velloso, 2006), 
conforme Figura 2A. Além disso, PI3K promove a formação de PIP3 que é importante na 
ativação de AKT mediada por PDK1 (Kellerer et al., 1997; Xu et al., 2005). AKT ativada 
promove fosforilação e inibição de FOXO1 (Biggs et al., 1999). A FOXO1 inativada deixa de 
inibir o promotor de POMC e também diminui a transcrição de AgRP (Kitamura et al., 2006). 
Ainda, IR é capaz de interagir e ativar JAK2, a qual recruta e ativa STAT3, conectando então 






Figura 2. A. Sinalização de insulina. A insulina interage com seu receptor – IR que se autofosforila em resíduos 
de tirosina, levando à fosforilação de IRS. Este ativa PI3K a qual fosforila PIP2, formando PIP3. AKT e PDK1 
ligam-se à PI3K e ATK é fosforilada por PDK1. AKT fos orilada migra para o núcleo e fosforila FOXO1. Uma 
vez fosforilada, FOXO1 migra para o citoplasma, onde permanece inativada, deixando de inibir o promotor ds 
gene que transcreve POMC e diminuindo a expressão de AgRP. Além disso, a insulina é capaz de modular disparos 
neuronais e liberação de neurotransmissores que reglam o apetite. B. Sinalização da leptina. A leptina interage 
com o receptor LepRb que se dimeriza, levando à autofosforilação de JAK2. A proteína JAK2 ativada promove a 




via da ERK. O resíduo 1138 fosforilado é capaz de fosforilar e ativar STAT3, a qual se dimeriza e migra para o 
núcleo onde estimula a expressão de POMC/CART e inib a expressão de NPY/AgRP. A, B. Crosstalk das vias 
da leptina e insulina (setas rosas). A insulina ativa JAK2, via IRS, levando à ativação de STAT3, modulando a 
expressão gênica de neuropeptídeos, mediada por leptina. Por outro lado, a leptina é capaz de ativar IRS, por meio 
de JAK2, levando à ativação da PI3K. C, D. Ação de proteínas e citocinas pró-inflamatórias sobre a sinalização 
da leptina e insulina. As proteínas JNK e IKKβ ativadas levam à fosforilação de IRS em resíduo de serina, 
inativando esta enzima, culminando no bloqueio do sinal da insulina. As citocinas pró-inflamatórias Il-1β, Il-6 e 
TNF-α ativam a proteína SOCS3, culminando na inativação de JAK2 e do receptor de leptina, levando ao bloquei  
da sinalização de leptina e insulina. IR, receptor de insulina; LepRb, receptor de leptina. 
 
É importante destacar que a insulina está envolvida com efeitos imediatos, pois 
modula disparos neuronais e liberação de neurotransmissores que regulam a fome e o gasto 
energético. Em contrapartida, a leptina modula efeitos tardios e prolongados, uma vez que 
regula a transcrição de genes envolvidos no controle da fome e gasto energético (Velloso, 
2006). 
 
Quando os níveis de insulina e leptina são baixos, c mo no estado de jejum 
prolongado ou em indivíduo com baixo percentual de gordura corporal.  Ocorre ativação dos 
neurônios NPY/AgRP no núcleo arqueado, os quais através de suas projeções axonais, emitem 
sinais inibitórios para os neurônios de segunda ordem o PVN, inibindo a liberação dos 
hormômios CRH e TRH, portanto, bloqueando os efeitos anorexigênicos e pró-termogênicos 
exercidos por estes hormônios (Schwartz et al., 2000; Flier, 2004). Simultaneamente, emitem 
sinais excitatórios para a LHA, estimulando a liberação de orexina e MCH, levando ao aumento 
da ingestão alimentar e diminuição da termogênese (Schwartz et al., 2000). Neurônios 
NPY/AgRP também são capazes de emitir sinais inibitór os para os neurônios POMC/CART 
adjacentes, através da liberação de GABA que bloqueia a ação dos neurônios anorexigênicos, 
(Cowley et al., 2001; Velloso, 2006; Sohn, 2015), conforme Figura 3. 
 
Em um cenário metabólico inverso, ou seja, no estado alimentado, no qual os níveis 
de insulina estão elevados, ou em indivíduos com maior adiposidade apresentando elevados 
níveis de leptina, ambos os hormônios atravessam a barreira hemato-encefálica e ativam seus 
receptores (LepRb e IR) em neurônios POMC/CART. Estes por sua vez, ativam neurônios de 
segunda ordem do PVN, estimulando a liberação de CRH e TRH, levando à diminuição da 
ingestão alimentar e aumento da termogênese (Schwartz et l., 2000; Velloso, 2006). Ao mesmo 
tempo, emitem sinais inibitórios para a LHA, inibindo a liberação de orexina e MCH, 
bloqueando os efeitos orexigênicos e anti-termogênicos. Além de inibirem os neurônios 




pela Figura 3. Dessa maneira, os sinais periféricos mediados pela insulina e leptina conseguem 
modular centralmente a ingestão alimentar e o gasto energético. 
 
Figura 3. Regulação funcional de neurônios hipotalâmicos responsivos à leptina e insulina. No estado 
alimentado (à esquerda), quando os níveis de leptina e insulina estão aumentados, estes hormônios atuam em 
neurônios do ARC, via interação com os receptores LepRb e IR, ativando os neurônios POMC/CART, os quais 
emitem sinais para neurônios de segunda ordem no PVN, ativando neurônios anorexigênicos que secretam TRH
e CRH, levando à diminuição da ingestão alimentar e aumento do gasto energético. Adicionalmente, emitem sinais 
inibitórios para neurônios da LHA, inibindo a secreção de MCH e orexina, bloqueando os efeitos orexigênicos e 
anti-termogênicos. Neurônios POMC/CART ativados são capazes de inibir neurônios NPY/AgRP adjacentes. No 
jejum (à direita), os níveis de leptina e insulina estão diminuídos, promovendo a ativação de neurônios 
NPY/AgRP, os quais emitem sinais inibitórios para neurônios do PVN, suprimindo a secreção de TRH e CRH, 
inibindo os efeitos anorexigênicos e termogênicos. Simultaneamente, emitem sinais excitatórios para neurô ios da 
LHA, estimulando a liberação de MCH e orexina, levando ao aumento da ingestão alimentar e diminuição do gasto 
energético. Além disso, neurônios NPY/AgRP inibem neurônios POMC/CART adjacentes, via GABA. IR, 
receptor de insulina; LepRb, receptor de leptina; ARC, núcleo arqueado; LHA, área hipotalâmica lateral; PVN, 
núcleo paraventricular; V3, terceiro ventrículo. 
 
É importante destacar que os hormônios leptina e insulina têm forte influência sobre 
a formação dos circuitos neuronais hipotalâmicos que controlam a fome e gasto energético. De 
acordo com Bouret et al. (2004), a leptina é requerida no desenvolvimento das projeções 
axonais do ARC, pois observaram que camundongos ob/ob (deficientes em leptina) 
apresentaram menor desenvolvimento de projeções axonais no ARC, mas a administração de 




A insulina, por sua vez, parece estimular o crescimento axonal em células nervosas 
embrionárias de roedores (Aizenman & Vellis, 1987; Steculorum & Bouret, 2011). 
 
1.4 Efeitos do consumo de dieta hiperlipídica sobre a ação da leptina e insulina 
Sabe-se que o consumo de dieta rica em gorduras lev ao aumento dos níveis de 
ácidos graxos livres, os quais são capazes de ativar receptores da família dos toll-like receptors 
(TLR, principalmente TLR2 e TLR4) expressos em vários tecidos (Kim & Sears, 2010). A 
ativação de TLR gera uma resposta imune inata, por desencadear uma cascata de sinalização 
que envolve duas vias importantes. Uma delas é a via da c-Jun-N-terminal kinase (JNK), a qual 
fosforila IRS em seu resíduo serina, inativando esta proteína chave da via da insulina, 
bloqueando a ação deste hormônio (Hirosumi et al., 2002; De Souza et al., 2005), como 
ilustrado na Figura 2C. 
 
Paralelamente, a outra via ativada por TLR é a via inhibitor of nuclear factor kappa-
B kinase beta/nuclear fator kappa B (IKK β/NF-κB) que inativa IRS por fosforilação em resíduo 
serina, além de estimular a produção de citocinas pró-inflamatórias como tumor necrosis factor-
alpha (TNF-α), interleukin-1beta (Il-1β) e interleukin-6 (Il-6), as quais desencadeiam cascatas 
de sinalização que também bloqueiam a ação insulínica resultando em resistência à insulina, 
que pode ocorrer em tecidos periféricos e no sistema nervoso central – SNC (Yuan et al., 2001; 
Lee et al., 2003; Gao et al., 2004; Arkan et al., 2005; Cai et al., 2005; De Souza et al., 2005), 
conforme Figura 2C.  
 
Outra alteração metabólica desencadeada pela exposição à dieta rica em gorduras é 
a resistência à leptina (periférica e central). Esta al eração tem como mediador central a via 
IKK β/NF-κB que bloqueia o sinal da leptina por ativação da proteína suppressor of cytokine 
signaling 3 (SOCS3), a qual inativa JAK2, enzima importante tanto para a sinalização da leptina 
como da insulina (Zhang et al., 2008), conforme Figura 2D.  
 
Portanto, prejuízos na ação dos hormônios leptina e sulina associados com outras 
alterações como aumentos de lipídeos circulantes e inflamação crônica, podem interferir na 
formação dos circuitos neuronais hipotalâmicos de regulação da fome e gasto energético (Desai 





1.5 Neurogênese hipotalâmica embrionária 
Evidências sugerem que o desenvolvimento do cérebro ocorre desde o período 
embrionário até a adolescência, intervalo que varia muito entre as espécies (Bouret, 2010). O 
primeiro importante período para o desenvolvimento hip talâmico é quando esta região começa 
a ser formada a partir da neurogênese em zonas proliferativas, constituídas de células 
neuroepiteliais que revestem o terceiro ventrículo. Em roedores, a proliferação neuronal 
hipotalâmica ocorre na metade do período gestacional (com pico no 12º dia) e processos tais 
como migração e diferenciação ocorrem no final da gestação (Bouret, 2010). 
 
O segundo período importante no desenvolvimento hiptalâmico em roedores 
compreende as duas primeiras semanas de vida, estágio em que os neurônios do ARC enviam 
projeções axonais para outros sítios alvos (Markakis, 2002; Grove et al., 2003; Bouret et al., 
2004). 
 
Diferente dos roedores, a formação e maturação do hip tálamo em primatas, 
incluindo humanos, ocorrem durante a fase perinatal. A proliferação neuronal hipotalâmica 
acontece no primeiro trimestre da gestação e a formação das projeções axonais do ARC para 
outros núcleos hipotalâmicos ocorre no final do segundo trimestre gestacional (Keyser, 1979; 
Grayson et al., 2006).  
 
As células neuroepiteliais que compõem o tubo neural proliferam-se repetidas vezes 
por divisão simétrica, assim uma célula neuroepitelial forma duas células neuroepiteliais 
idênticas (Alvarez-Buylla et al., 2001; Fishell & Kriegstein, 2003; Fujita, 2003; Götz and 
Huttner, 2005; Miller and Gauthier, 2007), conforme Figura 4. Como a parede do tubo neural 
torna-se mais espessa, as células neuroepiteliais aongam-se adquirindo características de 
células da glia radial. Estas células apresentam corpos celulares na zona ventricular e fibras 
radiais que avançam para superfície pial. As células d  glia radial, por meio de divisão 
assimétrica, formam dois tipos celulares distintos que são uma célula da glia radial e um 
neurônio imaturo ou uma célula da glia radial e umacélula progenitora neuronal (NPC), na fase 
neurogênica (Malatesta et al., 2000; Miyata et al., 2001; Noctor et al., 2001). Os neurônios 
imaturos saem da zona ventricular rumo à placa cortical, onde se tornam neurônios maduros, 
enquanto as NPCs migram para a zona subventricular, proliferam-se formando mais neurônios. 




formam oligodendrócitos, células ependimais e, na fase gliogênica, formam astrócitos. Ambas 
as células neuroepiteliais e da glia radial são consideradas células progenitoras neurais (Shimojo 
et al., 2011), conforme Figura 4. 
 
 
Figura 4. Neurogênese no período embrionário. Esquema mostra a proliferação de células neuroepiteliais por 
divisão simétrica. Em seguida, estas células adquirem características de células da glia radial. Por divisão 
assimétrica, as células da glia radial formam células progenitoras neuronais (NPCs), oligodendrócitos e a trócitos. 
As NPCs, por sua vez, migram para a zona subventricula , onde sofrem repetidas divisões assimétricas, formando 
neurônios. Estes neurônios parecerem expressar ligantes Notch que ativam a via Notch nas NPCs “irmãs”. VZ, 
zona ventricular; SVZ, zona subventricular; CP, placa cortical.  
 
Para que as células progenitoras neuronais da região hipotalâmica se diferenciem 
em neurônios que regulam fome e saciedade, há a inter ção espaço/temporal entre fatores de 
comunicação celular (via Notch/Hairy enhancer of split 1/5 – Hes1/5) e fatores de transcrição 
basic helix-loop-helix (bHLH) neuroregulatórios, Mammalian Achaete-Scute Homolog 1 
(Mash1) e Neurogenin 2/3 (Ngn2/3) (Kageyama et al., 2008; Ross & Desai, 2014). 
 
A via Notch constitui um importante mecanismo que mantém uma população de 
NPCs no ARC, as quais são essenciais para a neurogênese na vida adulta, Figura 4. Além disso, 




e Ngn2/3, os quais são responsáveis pela diferenciação neuronal (Chitnis et al., 1995; Henrique 
et al., 1995; 1997; Libert et al., 2008; Prozorovski et al., 2008).  
 
Os genes proneuronais Mash1 e Ngn2 induzem a expressão dos ligantes de Notch, 
Delta1 (Dll1) e Jagged1 (Jagg1), os quais ativam a via Notch nas células vizinhas (Castro et 
al., 2006). Notch é um receptor transmembrana que possui dois domínios: um extracelular e 
outro intracelular que também atua como co-ativador transcricional (Hitoshi et al., 2002; 
Borggrefe & Oswald, 2009). Quando o receptor Notch interage com seus ligantes ele sofre 
clivagem por ação de proteases (Schroeter et al., 1998; Qi et al., 1999; Bray, 2006), promovendo 
o desacoplamento do domínio intracelular do receptor Notch (NICD), que migra para o núcleo 
e se liga ao fator de transcrição Recombining binding protein for immunoglobulin kapp J 
region (RBP-Jκ) e ao co-ativador transcricional mastermind-like protein (Maml), formando um 
complexo ativador que estimula a expressão de genes repressores da diferenciação neural 
(Hes1/5). Estes reprimem os genes proneuronais Mash1 e Ngn2/3 e, consequentemente, 
reprimem a expressão de Dll1, impedindo a diferenciação desta célula e preservando suas 
características de progenitora neural (Kageyama & Nakanishi, 1997; Borggrefe & Oswald, 
2009), conforme Figura 5. Essa regulação mantém a divisão assimétrica, formando uma NPC 
e um neurônio. Porém, este mecanismo sugere que a manutenção de progenitores neurais 
depende de neurônios vizinhos que expressam Dll1 (Shimojo et al., 2011). 
 
Algumas NPCs diferenciam-se em neurônios destinados  integrar o ARC, onde se 
tornam neurônios orexigênicos (expressam NPY/AgRP) ou neurônios anorexigênicos 
(expressam POMC/CART). O fator bHLH Mash1 é requerido para promover a diferenciação 
de neurônios NPY e, principalmente, o desenvolvimento de neurônios POMC (McNay et al., 
2006; Sousa-Ferreira et al., 2014; MacKay & Abizaid, 2014). Ao passo que, Ngn3 inibe a 
expansão da população de neurônios NPY e promove o desenvolvimento de neurônios POMC 
(Arai et al., 2010; Pelling et al., 2011; Ross & Desai, 2014). 
 
Estudos realizados com animais knockout para Mash1 ou Ngn3 mostraram que estes 
animais apresentam reduzida população de neurônios POMC e aumentado número de neurônios 
NPY (McKay et al., 2006; Pelling et al., 2011). Portanto, distúrbios na expressão dos fatores 




circuito regulador do comportamento alimentar (Desai t l., 2014; Ross & Desai, 2014; Desai 




Figura 5. Via de sinalização Notch1. Genes proneurais como Mash1 e Ngn2 promovem a diferenciação neuronal 
e induzem a expressão de Delta1 – Dll1, que ativa Notch nas células vizinhas. Após a ativação de Notch,  domínio 
intracelular Notch – NICD é liberado da porção transmembrana e transferido para o núcleo, onde forma u 
complexo com RBP-Jκ e o Maml. O complexo NICD–RBP-Jκ–Maml induz a expressão de genes repressores 
transcricionais como Hes1 e Hes5. Tais repressores inibem a expressão dos genes proneurais e Dll1, levando à 
manutenção de células progenitoras.  
 
Logo, o ambiente nutricional e neurotrófico durante o período embrionário, fase em 
que as NPCs estão em pleno desenvolvimento, pode impactar na formação dos circuitos 
neuronais hipotalâmicos que coordenam a homeostase energética (Desai et al., 2014; 2016; 





1.5.1 Impacto do ambiente nutricional e neurotrófico sobre a neurogênese hipotalâmica 
Condições nutricionais, tais como desnutrição, restrição protéica ou exposição à 
dieta hiperlipídica durante o desenvolvimento fetal podem influenciar vários mecanismos, 
resultando em hiperfagia e obesidade na prole (Ross & Desai, 2014; Argente-Arizón et al., 
2015).  
 
Evidências mostram que proles de mães submetidas à restrição protéica apresentam 
diminuição nos níveis séricos de leptina. Quando alimentadas ad libitum com dieta controle, as 
proles apresentavam hiperfagia, aumento da adiposidade e elevados níveis de leptina. O déficit 
deste hormônio ao nascer parece prejudicar a resposta anorexigênica da prole frente a estímulos 
como leptina exógena ou sibutramina. Dessa forma, a função anorexigênica reduzida associada 
com uma função orexigênica normal ou aumentada pode c ntribuir para o desenvolvimento de 
obesidade na prole adulta (Desai et al., 2007). Em outro estudo, Desai et al. (2011) mostraram 
que a leptina e a insulina modulam a proliferação e dif renciação de neurosferas (células 
progenitoras cultivadas in vitro). Revelaram ainda que a leptina modula a diferenciação 
neuronal enquanto a insulina controla a diferenciação astrocítica. Portanto, alterações nos níveis 
destes hormônios resultantes de restrição protéica ou diabetes gestacional, podem influenciar 
no desenvolvimento cerebral do feto.  
 
Em contrapartida, a exposição materna à dieta hiperlipídica durante a gestação pode 
levar à hiperfagia e ganho de peso na prole após o de mame. De acordo com Chang et al. (2008), 
a exposição materna à HFD durante o período perinatal promoveu mudanças na prole, evidentes 
depois do desmame. Após a puberdade, as proles apreentaram um aumento na ingestão 
alimentar e no peso corporal, elevados níveis de leptina, insulina e triglicérides, além de forte 
preferência por alimentos ricos em gorduras.  A exposição à HFD ainda estimulou o aumento 
na expressão de 5 neuropeptídeos orexigênicos, como galanina, encefalina e dinorfina no PVN, 
orexina e MCH no hipotálamo lateral perifornicial (PFLH). O aumento na expressão dos 
neuropeptídeos orexigênicos persistiu mesmo sem o estímulo da dieta hiperlipídica. 
Observaram aumento na densidade dos neurônios que expressam neuropeptídeos orexigênicos 
no PVN e no PFLH, em neonatos expostos à HFD in utero. Sugerindo um aumento na formação 
de neurônios orexigênicos estimulado pelos altos níveis de lipídeos circulantes. Há evidências 
de que os ácidos graxos podem estimular a proliferação e diferenciação neuronal in vitro e in 




Segundo Shankar et al. (2011), a exposição à dieta h perlipídica desde o período 
pré-gestacional levou ao acúmulo ectópico de lipídeos no endométrio uterino, associado com 
ativação das vias pró-inflamatórias JNK e NF-κB no útero e nos blastocistos machos durante a 
fase de implantação. Estes autores também observaram umento na expressão de genes 
envolvidos na biossíntese de lipídeos e genes inflamatórios, além da diminuição na expressão 
de genes mitocondriais envolvidos na proteção celular em blastocistos. Outro dado que chama 
a atenção é o acúmulo de lipídeos associado à presença d  quimiocinas pró-inflamatórias no 
ambiente intrauterino, pois tais alterações estão fortemente relacionadas com a resistência à 
insulina (Shah, 2007; Hostamisligil & Erbay, 2008; Schenk et al., 2008; Olefski & Glass, 2010).  
 
Achados de outro estudo mostraram que o consumo crônico de dieta hiperlipídica 
é capaz de causar prejuízo na neurogênese e na sobrevivência das células-tronco neuronais 
hipotalâmicas (htNSCs), mediado pela ativação da via IKKβ/NF-κB. Um dos mecanismos 
demonstrados associa a ativação de IKKβ/NF-κB com aumento da sinalização via Notch1 
resultando em supressão da diferenciação neuronal. Além disso, a ativação da mesma via 
inflamatória parece estar envolvida com o aumento de apoptose em htNSCs (Li et al., 2012).  
 
Adicionalmente, em um estudo utilizando modelo animl de obesidade induzida 
por dieta e de deficiência à leptina (ob/ob), McNay et al. (2012) observaram que a ambos os 
estímulos, nutricional e hormonal, promoveram uma piora na neurogênese hipotalâmica 
prejudicando a renovação dos neurônios que compõem os circuitos neuronais reguladores do 
metabolismo energético. Esta falha reduz a plasticidade das redes neuronais levando ao 
“envelhecimento” destes circuitos, tornando-os menos eficientes na manutenção da homeostase 
energética. Porém, os mecanismos envolvidos nestes ventos ainda são pouco conhecidos. 
 
Além disso, recentemente, um estudo do nosso grupo mostrou que o consumo 
materno de HFD durante a gestação e a lactação promoveu um atraso na diferenciação de 
neurônios hipocampais da prole e, provavelmente, prejuízo na capacidade neurogênica desta 
região. Esse prejuízo parece ser resultado da ativação da via Notch que inibiu a expressão de 
genes proneurais que estimulam a diferenciação neuro al, como Mash1 (Mendes-da-Silva et 
al., 2015). Previamente, Yu et al. (2014) demonstraram que o consumo materno de HFD foi 
capaz de ativar a via Notch nas células-tronco neurais (NSCs) das proles e inibir a maturação 




Tais achados vão ao encontro dos dados divulgados em estudo com roedores 
realizado por Desai e colaboradores (2016), demonstrando que o consumo materno de HFD 
diminui fatores neurogênicos como Mash1 e Ngn3 levando ao aumento de AgRP e diminuição 
de POMC. Além disso, observaram alterações nos sensores energéticos mTOR e pAMK assim 
como nos fatores epigenéticos como histonas deacetilases (HDACs), principalmente Sirtuin1 
(SIRT1). Estas mudanças modulam a expressão gênica e a diferenciação neuronal no adulto, 
podendo contribuir para hiperfagia e obesidade em proles de camundongos machos.  
 
1.6 Impacto dos mecanismos epigenéticos sobre a regulação do apetite 
Dentre os vários mecanismos que coordenam o desenvolvimento fetal, os 
mecanismos epigenéticos parecem ser fundamentais na regul ção da expressão gênica durante 
esse período (Desai & Ross, 2014; Desai et al. 2014; 2016).  
 
Estímulos ambientais ou nutricionais são capazes de modular mecanismos 
epigenéticos que regulam a expressão gênica por mei de alterações no DNA que não envolvem 
mudanças na sequência deste ácido nucléico, mas inclui alterações no padrão de metilação de 
DNA ou modificações de histonas (Feinberg, 2007; Reik, 2007). 
 
A metilação de DNA geralmente ocorre em sequências repetidas de citosina-
guanina (CGs) que são conhecidas como ilhas CpGs, as qu is estão presentes na região 
promotora dos genes. Quando estas ilhas estão metiladas, ocorre um impedimento espacial na 
ligação de fatores de transcrição à região promotora alvo, resultando numa diminuição na 
expressão do gene (Iguchi-Ariga & Schaffner, 1989; Robertson et al., 2000; 2004; Lavebratt et 
al., 2011).  
 
Alterações epigenéticas que envolvem modificação de histonas ocorrem 
principalmente por acetilação em resíduos de aminoácid s presentes na cauda das histonas. 
Esse mecanismo leva a uma mudança conformacional da cromatina, facilitando a transcrição 
de alguns genes (Strahl & Allis, 2000; Kouzarides, 2007). 
 
Em um estudo de Mahmood et al. (2013), com filhotes d  ratos (fêmeas) que 
receberam uma formulação de leite rica em carboidrat s, eles observaram hipometilação da 




estudo os autores observaram que a supernutrição neonatal levou a hipermetilação na região 
promotora do gene Pomc, acompanhada de fenótipo de obesidade e elevados nívei de leptina, 
insulina e glicose (Plagemann et al., 2009). Similar ente, um estudo com humanos mostraram 
que a obesidade infantil está associada à hipermetilação do gene Pomc (Kuehnen et al., 2012). 
 
Mudanças epigenéticas também foram identificadas nos receptores de 
glicocorticóides (GRs) que são capazes de modular e expressão de neuropeptídeos como 
POMC, NPY e AgRP (Beaulieu et al., 1988; Misaki et al., 1992; Drouin et al., 1993; Wardlaw 
et al., 1998; Gyengesi et al., 2010; Lee et al., 2013). Dados obtidos a partir de estudos com 
modelo de desnutrição em ovelhas mostraram que a desnutrição materna levou à diminuição da 
metilação no promotor do gene que codifica GR. Istofoi acompanhado pelo aumento da 
acetilação de histona em região próxima ao mesmo gene, r sultando em maior expressão de GR 
em regiões hipotalâmicas e, consequentemente, menor expressão de POMC. O interessante é 
que estas alterações epigenéticas persistiram até a vida adulta da prole (Stevens et al., 2010; 
Begum et al., 2012; 2013).   
 
Portanto, é evidente que mudanças nutricionais em períodos críticos do 
desenvolvimento podem programar alterações no perfil epigenético de genes hipotalâmicos que 
regulam o apetite, levando a mudanças nos padrões de expressão gênica e aumentando a 
susceptibilidade a desordens metabólicas como obesidade e diabetes (Ramamoorthy et al., 
2015).  
 
Recente estudo com roedores mostra que o consumo de dieta hiperlipídica pelos 
pais pode aumentar o risco de obesidade e diabetes na prole, de forma dependente da origem 
do estímulo (materno/paterno) e dependente do gênero da prole (fêmea/macho). Sugerindo que 
o aumento no risco de desenvolver tais doenças metabólic s possa ser resultado de herança 
epigenética (Huypens et al., 2016). 
 
Diante dos vários achados descritos na literatura mostrando o impacto da nutrição 
materna sobre o desenvolvimento fetal e as alteraçõs metabólicas e hormonais na prole, 
propusemos investigar o mecanismo pelo qual a exposição materna à dieta hiperlipídica durante 
a gestação e lactação pode influenciar na formação dos circuitos neuronais hipotalâmicos que 




neurogênese hipotalâmica embrionária, que modula a ação de fatores proneurais Mash1 e Ngn3, 









Avaliar os efeitos do consumo materno de dieta hiperlipídica durante a gestação e lactação 




Avaliações antropométricas:  
- Determinar peso corporal (g) de camundongos fêmeas durante o período de adaptação, 
gestação e lactação. 
 - Determinar peso corporal e adiposidade das proles de camundongos. 
 
Análises em neonatos (P0): 
 - Avaliar a proliferação celular por marcação com 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrDU) no ARC 
dos animais. 
 - Analisar os níveis hipotalâmicos de mRNA dos genes da via de sinalização Notch1 
(Notch1, Hes5 e Ascl1), genes que codificam citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e Il-1β) e 
neuropeptídios (POMC e AgRP), por Real-time PCR. 
 - Determinar o conteúdo hipotalâmico das proteínas i flamatórias p-JNK e NF-κB e das 
proteínas da via Notch1 (Notch1, Hes5 eMash1), por Western blot. 
 
Análises em proles de camundongos (P28 e P82): 
- Avaliar a proliferação celular por marcação com BrDU no ARC de proles de camundongos 
jovens e adultos (P28 e P82, respectivamente). 
- Analisar os níveis de mRNA dos genes da via de sinalização Notch1 (Notch1, Hes5 e 
Ascl1), genes que codificam citocinas pró-inflamatóri s (TNF-α e Il-1β) e neuropeptídios 
(AgRP e POMC) no ARC e hipotálamo da prole de camundongos (P28), por Real-time PCR. 
- Determinar o conteúdo hipotalâmico das proteínas i flamatórias p-JNK e NF-κB e das 
proteínas da via Notch1 (Notch1, Hes5 eMash1) na prole de camundongos (P28), por Western 
blot. 
- Avaliar a distribuição de neurônios NPY e POMC no ARC da prole de camundogos (P28), 




- Investigar a presença das proteínas Mash1 no ARC da prole (P28), por imunohistoquímica 
(IHC).  
- Investigar a presença de neurônios recém-formados por meio de marcação com 
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Abstract 
Recent studies show that maternal consumption of high-fat diet (HFD) can impair the formation 
of hypothalamic neuronal circuits in mice offspring. This damage can be mediated by Notch/Hes 
signaling activation leading a repression of proneural factors such as Mash1 and Ngn2/3, which 
play an essential role on the neuronal differentiation and neurogenesis. Thus, we aimed to 
investigate the effects of maternal HFD consumption during gestation and lactation on the 
Notch1/Mash1 pathway in the hypothalamus and arcuate nucleus of the mice offspring. Our 
results showed that maternal HFD consumption increase body weight and adiposity of mice 
offspring, it can be able to rise the mRNA levels of Il-1β gene in these animals. Although the 
mRNA levels and protein content of Notch1 had not been altered in the hypothalamus of offspring 
(P28) from dams exposed to HFD, we noticed a high mRNA levels of Hes5 accompanied by 
diminished mRNA levels of Ascl1 (gene that code Mash1) and diminished Mash1-labeled cells in 
the ARC, one important neurogenic niche. Reduced expression of Mash1 seems to diminish the 
development of POMC neurons. This scenario favors hyperphagia and weight gain and can be one 
of the responsible mechanisms by adulthood obesity. 
Keywords: maternal obesity; high-fat diet; hypothalamus; neurogenesis; Notch1 pathway; mice. 
 
Significance Statement  
Recent studies show that maternal consumption of high-fat diet (HFD) can impair the formation 
of hypothalamic neuronal circuits responsible for appetite and satiety signals in the offspring. The 




communication factors (Notch and Hes1/5) and proneuronal genes (Mash1 and Ngn2). We report 
here that maternal HFD consumption during pregnancy/lactation reduced BrDU+ cells number 
(P0), Notch1, Hes5, and Ascl1 mRNA and increased AgRP mRNA level. However, in P28 HFD-
O mice showed increased number of BrDU+ and NPY+ cells accompanied of reduced number of 
POMC+ cells. Concomitantly, HFD-O mice showed increased milk intake during suckling period 
compared with SC-O mice. These results suggest that maternal HFD may have affected 
hypothalamic circuits responsible for feeding behavior.  
 
Introduction 
Evidences indicate that maternal obesity and high-fat diet (HFD) consumption during gestation 
and lactation may trigger long-term disorders in the offspring that feature the metabolic syndrome 
(Reaven, 1988; Lam & LeRoith, 2000; Beilby, 2004; Armitage et al., 2008; Miller & Adeli, 2008; 
Meshkani & Adeli, 2009; Drake & Reynolds, 2010; Sparks et al., 2012). Data of our group 
demonstrated that mice offspring from dams exposed to HFD during pregnancy and lactation 
showed higher body weight that persisted until adulthood, an increase on the serum levels of 
cholesterol, triglycerides, free fatty acids, insulin and pro-inflammatory cytokines (Ashino et al., 
2012; Benatti et al., 2014), accompanied with glucose intolerance and hypothalamic insulin 
resistance that can lead to loss of the ability to modulate energy homeostasis and feeding behavior, 
resulting in hyperphagia (Benatti et al., 2014; Melo et al., 2014; Payolla et al., 2015). 
According Ross and Desai (2014), nutritional alterations during perinatal period can be able to 
program offspring appetite and adiposity. Since, maternal obesity resulting from a HFD (Taylor 
and Poston, 2007) and neonatal overnutrition (induced by nursing a smaller litter) leads to a fast 
postnatal growth followed by hyperphagia and adult obesity (Plagemann et al, 1992).  
The appetite is regulated by complexes hypothalamic neuronal circuits that control appetite and 
satiety signals (Ross and Desai, 2014; Sohn, 2015). The formation of these circuits in rodents starts 




hypothalamic neurogenesis at the 12th day of the pregnancy (Bouret, 2010; Ishii and Bouret, 2012). 
Others developmental processes as migration and differentiation seem to occur primarily during 
late embryonic development (Markakis, 2002; Bouret, 2010). Neuronal progenitor cells (NPCs) 
differentiation to appetite and satiety neurons, is regulated by a complex spatial/temporal interplay 
of pathways, including communication factors (Notch and Hes1/5) and a series of neuroregulatory 
basic helix-loop-helix (bHLH) transcription factors, such as Mash1 and Neurogenin 2/3 – Ngn2/3 
(Kageyama et al., 2007; Shimojo et al., 2008; 2011; Pelling et al., 2011; Ross and Desai, 2014).  
The Notch pathway is activated by interaction between Notch receptor and the ligands as Delta 
1 (Dll1) and Jagged1 (Ito et al., 2003; Castro et al., 2006; Yoon et al., 2008). Following an 
uncoupling of the Notch intracellular domain (NICD) that migrates into the nucleus where NICD 
forms a complex with the DNA-binding protein RBP-Jκ and the transcriptional co-activator Maml. 
This complex induces the expression of the transcriptional repressors such as Hes1 and Hes5 
(Honjo, 1996; Kageyama and Nakanishi, 1997; Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Ohtsuka et al., 
1999; Kageyama et al., 2007; Borggrefe and Oswald, 2009), which suppress the expression of 
proneural transcriptional factors important for hypothalamic neuronal differentiation, such as 
Mash1 and Ngn2 (Bertrand et al., 2002; Parras et al., 2002; Ross et al., 2003; McNay et al., 2006; 
Kageyama et al., 2008; Shimojo et al., 2008; Pelling et al., 2011; Shimojo et al., 2011). 
Data of our group showed that maternal HFD promoted the activation of the Notch/Hes 
signaling in their offspring’s hippocampus (Mendes-da-Silva et al., 2015). This suggests delayed cell 
differentiation and possibly inhibited neurogenesis in this brain area. Besides, others studies 
showed that Mash1 is required for the normal development of POMC neurons (McNay et al., 
2006). Downstream from Mash1, Ngn3 also promotes the development of POMC neurons, while 
inhibiting NPY expression (McNay et al., 2006; Pelling et al., 2011). Thus, perturbations in Mash1 





Considering these findings about the impact of maternal nutritional on the fetal development, 
we aimed to investigate the effects of maternal HFD consumption during gestation and lactation 
on the formation of the hypothalamic neuronal circuits that control energy homeostasis in the 
offspring and the role of the Notch pathway in this process.  
 
Materials and Methods 
Animals and diets 
The experimental procedures involving mice were performed in accordance with the guidelines of 
the Brazilian Society of Science in Laboratory Animals (SBCAL) and were approved by the Ethical 
Committee for Animal Use (ECAU) (ID protocol 3488-1), of the University of Campinas 
(UNICAMP). Male and female Swiss mice (35 days old) were obtained from the university’s 
breeding colony. They were maintained in individual cases with water and diet ad libitum, in a room 
with controlled temperature (22-24°C) and a light and dark cycle (12 hours). Then, the female mice 
were randomly divided into two groups: one was fed with high-fat diet – HFD (46% calories from 
fat, 18% calories from protein and 36% calories from carbohydrate) and the other, with standard 
chow - SC (11% calories from fat, 26% calories from protein and 63% calories from carbohydrate 
– Nuvilab® CR-1, Nuvital, PR – Brazil). After 3 weeks (adaptation stage) with the experimental 
diets, the dams from two groups were made to mate with male mice fed with SC. Mating was 
performed by housing male mice with female mice overnight (one male and one female mouse), 
and pregnancy was confirmed by the examination of vaginal smears for the presence of sperm. All 
dams were maintained on the respective experimental diet during the gestation and lactation. After 
delivery, the litter size was reduced to 8 animals per dams. Extra neonates (P0) were euthanized 
and hypothalamus was collected for further analysis. After the weaning, only the male offspring 






Maternal and offspring body weight 
Body weight (g) of dams in both groups (HFD and SC) were measured weekly during the 
adaptation stage. Then, maternal body weight (g) was measured daily during all the gestation and 
lactation. The evaluation of the offspring body weight (g) was accessed weekly until 28 days old.  
 
Tissue extraction 
The offspring (P28) of both groups were anesthetized (ketamine 200mg/kg of BW and 
diazepam 5mg/kg of BW, i.p.) and euthanized for extraction of the hypothalamus and the ARC 
from brain sections by punch. Besides, retroperitoneal and epididymal fat were collected and 
weighted to evaluate the relative weight (%).  
 
5-bromo-2’-deoxyuridine – BrDU administration 
Some pregnant mice received BrDU injections at the 8:00 a.m. and 20:00 p.m. (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA; 50mg/Kg/day, i.p., divided in two injections) at the 11th, 12thand 13th day of 
the pregnancy (Ishii & Bouret, 2012). The BrDU staining was performed in offspring (P0, P28 and 
P82) by immunofluorescence on free-floating sections brain. 
 
Real-time PCR analysis 
The total RNA of hypothalamus (P0 and P28) and ARC (P28) was extracted using Trizol 
Reagent (Invitrogen Corporation, CA, USA) according to the manufacturer’s recommendations. 
Total RNA was quantified on a Nanodrop ND-2000 (Thermo Electron, WI, USA). Reverse 
transcription was performed with 3µg of total RNA and a High Capacity cDNA Reverse 
Transcription kit (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Relative expression was 
determined using the Taqman detection system and primers for the target genes: Mm00435249_m1 




α; Mm00434228_m1 for Il-1β; Mm00435874-m1 for Pomc; Mm00475829-g1 for AgRP (Life 
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) and GAPDH as the endogenous control 
(4352339E mouse GAPD, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Each PCR 
contained 20ng of cDNA. Gene expression was quantified by real-time PCR performed on an ABI 
Prism 7500 Fast platform. Data were analyzed using the Sequence Detection System 2.0.5 (Life 
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) and expressed as relative values determined by the 
comparative threshold cycle (Ct) method (2−∆∆Ct) according to the manufacturer’s 
recommendation (Benatti et al., 2014). 
 
Western blot analysis 
Samples of hypothalamus (P0 and P28) and ARC (P28) were homogenized in freshly prepared 
ice-cold buffer (10mM EDTA; 100mM Tris, pH 7.4; 100mM sodium pyrophosphate; 10mM 
sodium fluoride; 10mM sodium vanadate; 2mM PMSF; 0.01mg/mL aprotinin; 1% (v/v) Triton X-
100). The insoluble material was removed by centrifugation (11.500 rpm) during 30 min at 4°C. 
The protein concentration of the supernatant was determined by the Bradford dye-binding method 
(1976). The supernatant was diluted in Laemmli sample buffer and boiled for 5 min before 
separation by SDS-page using a miniature slab gel apparatus (Bio Rad, Richmond, CA, USA). 
Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose blot was performed for 90 min at 120 V 
(constant). The nitrocellulose blots were incubated with specific antibodies. The primary antibodies 
used were: p-JNK (1:500, sc-6254) obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 
USA); NF-κB (1:500, #3032) obtained by Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA); Notch1 
(1:500, sc-6014) obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); Hes5 (1:500, 
orb5404) and Mash 1 (1:500, orb10143) obtained from Biorbyt (Cambridge, CB, UK); and Mash1 
(1:2000, ab74065) obtained from Abcam (Cambridge, MA, USA); the endogenous controls were: 




tubulin(1:1000, T5168)obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). After incubation with 
specific antibodies, the nitrocellulose blots were incubated with HRP-conjugated secondary 
antibodies (KPL, Gaithersburg, MD, USA). Proteins recognized by the secondary antibodies were 
detected by SuperSignal TM West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Waltham, 
MA, USA) as visualized by exposure of the blots to Kodak XAR film. Band intensities were 
quantified by optical densitometry of developed autoradiographs using Scion Image Software 
(ScionCorp, MD, USA). The intensities of the bands were normalized by GAPDH or α-tubulin 
(Benatti et al., 2014; Melo et al., 2014).  
 
Immunohistochemistry 
Offspring of both groups (SC-O and HFD-O) were anesthetized followed by cardiac perfusion 
with 4% paraformaldehyde – PFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in PBS, pH 7.4. Brains 
were extracted and fixed in 4% PFA and embedded into paraffin and cut in coronal sections at 
5µm thick, de-paraffinized and rehydrated through xylene, ethanol and water by standard methods. 
For antigen retrieval, slides were submerged in 10mM sodium citrate (pH6.0) and heated in 
microwave for 10 min. Slides were incubated in 0.3% hydrogen peroxide for 10 min to inactivate 
endogenous peroxidase. Then, the slices were blocked with 1% bovine serum albumin (BSA, 
Amresco, Solon, OH, USA) for 90 min. Brain sections were incubated with specific antibodies 
overnight at 4°C. The primary antibodies used were: Mash1 1:1250 (ab74065 – Abcam, Cambridge, 
MA, USA) and Doublecortin – DCX 1:50 (sc-8066 – Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA). After, slides were incubated with HRP-conjugated secondary antibodies (KPL, 
Gaithersburg, MD, USA) for 90 min. Labeling was visualized with 3,3’-diaminobenzidine (DAB, 
Vector, Burlingame, CA, USA) as the chromogen. Slides were counterstained with Harris 
hematoxylin (Synth, Diadema, SP, Brasil). Finally, slides were visualized and captured by Leica 
DMI4000B microscopy (Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse, Germany). The number of labeled 




point for each mouse (03 animals per group). The Image J Software (http://rsbweb.nih.gov/ij/) 
was used to counter the cells. 
 
Immunofluorescence 
Offspring P28 (SC-O and HFD-O) were perfused with 4% PFA as described previously. Brains 
were extracted and fixed in 4% PFA. Then, they were embedded in Tissue-Tek (Sakura, Torrance, 
CA, USA), frozen and sectioned in coronal sections at 30µm thick. Slides were incubated with 
block solution (3% Donkey serum; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 120 min. After, they 
were incubated with specific antibodies overnight. The primary antibodies used were: NPY 1:200 
(sc-133080 – Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); POMC 1:500 (ab14064 – Abcam, 
Cambridge, MA, USA) andthe neuronal marker NeuN, Cy3 conjugate 1:200 (ABN78C3 – 
Millipore, Billerica, MA, USA). Slides were incubated with secondary antibodies for 90 min. The 
secondary antibodies used were: goat anti-chicken, Alexa 488 conjugate 1:500 (ab150169, Abcam, 
Cambridge, MA, USA) and donkey anti-mouse, FITC conjugate 1:500 (ab7057, Abcam, 
Cambridge, MA, USA). TO-PRO3 Iodine was used for nuclear labeling 1:1000 (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Slides were visualized and captured by TCS SP5 II Leica 
confocal microscopy (Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse, Germany). The number of NPY+, 
POMC+ and NeuN+ cells was countered in 02-03 sections from 03 animals per group. The Image 
J Software (http://rsbweb.nih.gov/ij/) was used to counter the cells. 
 
BrDU labeling by immunofluorescence 
Neonates and offspring P28 and P82 (SC-O and HFD-O) were perfused with 4% PFA as 
described previously. Brains were extracted and fixed in 4% PFA. Then, they were embedded in 
Tissue-Tek (Sakura, Torrance, CA, USA), frozen, sectioned in coronal sections at 30µm thick and 




HCl 1.5N for 20 min at 40°C and incubated with block solution (3% Donkey serum; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 120 min. After, brain sections were incubated with specific 
antibody anti-BrDU 1:100 (sc-32323 – Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) overnight. 
Then, free-floating brain sections were incubated with secondary antibody donkey anti-mouse 
Alexa 488 conjugate 1:500 (A-21202 – Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). TO-PRO3 Iodine was 
used for nuclear labeling 1:1000 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Slides were visualized 
and captured by TCS SP5 II Leica confocal microscopy (Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse, 
Germany). The number of BrDU+cells was countered in 03 section from 03 animals per group. 
The Image J Software (http://rsbweb.nih.gov/ij/) was used to counter the cells. 
 
Statistical analysis 
Data were expressed in mean ± standard error of mean (SEM). The groups were compared with 
the unpaired Student’s t-test. Statistical significance for all analysis was set at p<0.05. All the statistic 
comparisons were performed by STATISTICA (StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA) and GraphPad 
Prism 6.01 (http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/). 
 
Results 
We evaluated the effect of HFD on the maternal body weight. HFD dams showed increased 
body weight (g) compared with the control dams in the second and third weeks of the adaptation 
stage (p=0.0307 and p=0.0102, respectively) (Fig. 1A). This increase in the body weight was 
maintained until 12th day of the pregnancy (p=0.0371) (Fig. 1B). No difference was observed in the 
maternal body weight between groups during lactation (Fig. 1B). We suggest that the high energy 
expenditure to maintain the gestation and lactation associated with the variable litter size among 




In neonates (P0), we observed a decrease in the body weight of HFD-O compared with SC-O 
mice (Fig. 1C). However, HFD-O mice showed higher body weight from P18 to P28 (p=0.0000 
and p=0.0007, respectively) (Fig. 1C). 
Additionally, HFD-O mice showed higher retroperitoneal and epididymal fat mass (relative to 
body weight) than SC-O mice (p=0.0000) (Fig. 1D-E).   
We did not observe difference in the hypothalamic mRNA levels of the Il-1β and Tnf-α in 
neonate mice (P0) (Fig. 2A). However, in hypothalamus and ARC the mRNA levels of Il-1β in 
HFD-O was higher than SC-O mice (P28) (p=0.0394 and p=0.0498, respectively) (Fig. 2A). But, 
we did not observed difference in the mRNA levels of Tnf-α in the hypothalamus and ARC 
between groups (Fig 2A). 
p-JNK and NF-κB levels in hypothalamus of neonates (P0) were similar between groups (Fig. 
2B-C). Additionally, no difference was observed in the protein content of p-JNK and NF-κB in 
the hypothalamus of mice offspring (P28) between groups (Fig. 2D-E), demonstrating that the 
maternal HFD consumption was not able to activate these inflammatory pathways. 
To investigate the cell proliferation pattern in the hypothalamus of neonate mice (P0) we 
performed count of BrDU-labeled cells. As shown in Fig. 3A-B, HFD-O neonates presented 
reduced number of BrDU-labeled cells in hypothalamus compared with SC-O neonates 
(p=0.0053). This result was accompanied by higher hypothalamic mRNA levels of AgRP in the 
HFD-O than SC-O mice (p=0.0108) (Fig. 3C). No difference was observed to hypothalamic 
mRNA levels of Pomc between groups (Fig. 3C). 
The analysis of genes and proteins involved in the Notch pathway demonstrated hypothalamic 
mRNA levels of Notch1 (p=0.0413), Hes5 (p=0.0160) and Ascl1, gene that code Mash1 protein 
(p=0.0043), diminished in the neonates HFD-O compared with SC-O mice (Fig. 4A-C). We did 





Interestingly, the mice offspring (P28) showed increased number of BrDU-labeled cells in the 
ARC of HFD-O compared with SC-O mice (p=0.0466) (Fig. 5A-B). Besides, as shown in the (Fig. 
6A), the BrDU labeling pattern seems to persist until adulthood (P82).  
Hypothalamic mRNA levels of Notch were similar between groups HFD-O and SC-O mice 
(P28) (Fig. 7A).  He5 mRNA levels were increased in the hypothalamus of HFD-O compared with 
SC-O mice (P28) (p=0.0001) (Fig. 7B), while Ascl1 mRNA levels were diminished in HFD-O 
compared with SC-O mice (P28) (p=0.0153) (Fig. 7C). 
Additionally, we evaluated the hypothalamic protein content of Notch1, Hes 5 and Mash1 in 
P28 mice, as shown in Fig. 7D-F. No difference was observed between groups (Fig. 7D-F).  
To investigate the mRNA levels of Notch1, Hes5, and Ascl1 in arcuate neurons we punched 
this nucleus in P28 mice. Interestingly, the results were similar to whole hypothalamus. As shown 
in the Fig. 8, no difference was observed in the gene content of Notch1 in ARC between groups 
(Fig. 8A), but Hes5 mRNA levels were increased while Ascl1 was diminished in HFD-O compared 
with SC-O mice (p=0.0066 and p=0.0185, respectively) (Fig 8B-C). However, no difference was 
observed in the content of Notch1 and Mash1 proteins in the ARC between groups (Fig. 8D-E). 
These results were accompanied by a decrease of Mash-labeled cells in ARC of HFD-O compared 
with SC-O (p=0.0223) (Fig. 9A-B). 
Using specific markers for newborn neurons (DCX) and neurons (NeuN), it was shown no 
difference in the number of newborn neurons (Fig. 9C-D), but we observed an increase in the 
number of mature neurons (NeuN-labeled cells) in ARC of HFD-O compared with SC-O mice 
(P28, p=0.0048) (Fig. 9E-F).  
Furthermore, the number of NPY neurons was higher in the ARC of HFD-O than SC-O mice 
(P28) (p=0.0113), as shown in the Fig. 10A-B. Interestingly, the increase in the number of NPY 
neurons in the ARC of HFD-O mice was maintained in adult mice offspring (P82) (Fig. 10C). 





 Finally, we showed that the number of POMC neurons was reduced in the HFD-O mice 
compared with SC-O mice (p=0.0451) (Fig. 11A-B), but after to perform the punch of ARC 
nucleus to evaluate the mRNA levels of AgRP and Pomc by qPCR, no difference was observed 
between HFD-O and SC-O mice (P28) (Fig. 11C). 
 
Discussion 
It is known that the HFD consumption during critical periods of the development as gestation 
and lactation, may lead permanent metabolic disorders in the offspring. In a study with rodents, 
Shankar et al. (2011) observed that the maternal HFD consumption may lead to an increased lipid 
accumulation and it is associated with pro-inflammatory pathways activation, promoting alterations 
on the expression of pro-inflammatory and mitochondrial genes in the male blastocyst. Our data 
show that offspring (P28) from dams fed with HFD demonstrated an increased in the body weight, 
mass of retroperitoneal and epididymal fat and elevated gene expression of Il-1β in the 
hypothalamus and ARC, indicating that the maternal HFD consumption seemed to promote some 
alteration in the offspring’s metabolism. Since, the mice offspring of dams fed with HFD showed 
two important features which are related to metabolic disorders: increase of adiposity and increase 
of pro-inflammatory cytokines as Il-1β without direct contact with HFD.  
Another study showed that the maternal HFD exposure during gestation promoted an increase 
of circulating lipids that seems to be associated with a higher NPCs proliferation and neuronal 
differentiation generating neurons that produce neuropeptides highly responsive to a HFD as 
orexin and MCH (Chang et al., 2008). Previous studies of our group with the same experimental 
model showed that the offspring of dams exposed to HFD presents high serum levels of 
cholesterol, triglycerides and free fatty acids (Benatti et al., 2014) accompanied by an increase on 
the food intake and body weight (Melo et al., 2014). Chang and colleagues suggest that these 




and physiological changes after weaning leading to increase of fat preference and weight gain 
(Chang et al., 2008). 
The analysis of BrDU labeling in neonate from dams exposed to HFD during pregnancy and 
lactation showed a reduction in the BrDU-labeled cells in the hypothalamic region and an increase 
in the gene expression of AgRP. However, Pomc expression was not modified in neonates from 
obese dams. Evidences demonstrated that HFD consumption can affect the hypothalamic 
neurogenesis both in the embryonic period as in the adult brain. Following Li et al. (2012), HFD 
consumption negatively affect the survival and neurogenesis of adult hypothalamic neuronal stem-
cells (htNSCs) by IKKβ/NF-κB signaling activation. In another study using rodent model of diet-
induced obesity (DIO), the authors showed that the inflammation triggered by consumption of a 
HFD induced neuron injury in the ARC culminating in a loss of POMC neurons, cells which play 
essential role to protect against obesity (Thaler et al., 2012). The inflammation pathway (p-JNK 
and p-IKK) was not affected by maternal consumption of HFD. 
These data suggest that maternal HFD consumption seems able to reduce hypothalamic cell 
proliferation, but seems to affect differently POMC/CART and NPY/AgRP neurons and 
neuropeptides expression in neonate mice. It is important to point that in P0 mice the 
hypothalamus development does not suffer influence of milk composition. Then the modifications 
described in P0 mice can be associated only with maternal feeding behavior and obesity. 
In a study of McNay and colleagues (2012) revealed that the hypothalamic neuronal circuits in 
rodents are dynamically remodeled in the adult mice (among 4th and 12th weeks). Here we showed 
that the numbers of BrDU+ cells were increased in offspring (P28) from HFD dams and seemed 
to persist until adulthood (P82). In according to McNay and colleagues (2012) the turnover occurs 
in POMC and NPY neurons in the ARC, leading to maintenance of ARC energy-balance circuit 
integrity. Interestingly, HFD-O mice presented reduced POMC and increased NPY cells in arcuate 
nucleus compared to SC-O suggesting a possible damage in the hypothalamic neuronal circuits 




recent study of our lab we observed an increased in milk intake during suckling period (Payolla et 
al., 2015). Finally, BrDU-labeled cells in P82 could be due damage in the signaling pathway 
responsible to control the renewal of mature neurons by new neurons. 
In a recently published research using the same model we showed that maternal HFD 
consumption seems to activate Notch1 signaling in offspring hippocampus and to inhibit the 
expression of proneural genes, neuronal differentiation, and hippocampal neurogenesis (Mendes-
da-Silva et al., 2015). Now we showed that although the gene expression and protein content of 
Notch1 had not been altered in the hypothalamus of offspring (P28) from dams exposed to HFD, 
the levels of Hes5 mRNA were increased in HFD-O compared with SC-O mice. Hes1 and Hes5 
are transcriptional repressors activated by Notch1 that negatively regulates the expression of 
proneural genes as Mash1 and Ngn2/3, inhibiting the neuronal differentiation (Honjo, 1996; 
Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Ohtsuka et al., 1999; Bertrand et al., 2002; Ross et al., 2003; 
Kageyama et al., 2007; Shimojo et al., 2008; Shimojo et al., 2011). Our findings also were supported 
by Yu and colleagues (2014) whose showed that the maternal HFD consumption was able to 
activate Notch signaling in the neural stem-cells (NSCs) of offspring and affecting the final 
maturation of neurons from NSCs (Yu et al., 2014). 
Several mechanisms are proposed to explain the influence of HFD consumption on 
hypothalamic neurogenesis. The study of Li et al. (2012) showed that IKKβ/NF-κB strongly 
suppresses neuronal differentiation of htNSCs and identified that upregulation of Notch signaling 
by IKKβ/NF-κB is responsible. Others studies demonstrated the correlation between Notch and 
NF-κB pathways in several cell types (Cheng et al., 2001; Espinosa et al., 2003; Oakley et al., 2003; 
Vacca et al., 2006). Also, it is described in the literature that Notch signaling is able to inhibit 
neuronal differentiation and neurogenesis (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Lütolf et al., 2002; 
Louvi & Artavanis-Tsakonas, 2006; Carlén et al., 2009; Oya et al., 2009; Borghese et al., 2010; 




Therefore, the increase on gene expression of Hes5 could diminish mRNA levels of Ascl1 and 
the Mash-labeled cells in the ARC of mice offspring from dams exposed to HFD leading to 
imbalance of different kinds of hypothalamic neurons.  
The proneural transcriptional factor bHLH Mash1 plays important role in neurogenesis and 
neuronal subtype specification (Parras et al., 2002). In addition to its neuronal role, (Guillemot, 
1995; Casarosa & Guillemot, 1999) it is required for the development of endocrine cells of the lung 
(Borges et al., 1997), adrenal (Huber et al., 2002) and thyroid (Lanigan et al., 1998). According 
McNay et al. (2012), Mash1 is required for development of POMC neurons and suppresses NPY 
expression in hypothalamic regions (ARC and VMH). Furthermore, it was demonstrated that 
Mash1 is able to modulate the proneural transcriptional factor bHLH Ngn3 (McNay et al., 2012). 
Loss of Mash1 leads to a loss of Ngn3 transcripts in ARC progenitors between 10.5 and 13 
embryonic days (McNay et al., 2012; Pelling et al., 2011). 
Considering data of the literature supporting the important role of bHLH factors Mash1 and 
Ngn3 for the NPY and POMC neurons formation. It is possible to relate the depletion of Mash1 
observed in the hypothalamus and ARC of HFD-O mice to reduced number of POMC neurons 
in these animals, although Pomc mRNA level had not been altered. Despite of reduction on the 
POMC neurons, no difference was observed in the number of newborn neurons (DCX-labeled 
cells) in the ARC of HFD-O mice, but an increase in the number of mature neurons labeled by 
NeuN was showed in these animals. This suggests that the loss of POMC neuron may have been 
compensated through of increase in NPY neuron population in the ARC of HFD-O mice.  
The results of the present study concluded that HFD exposure during gestation and lactation 
may be a trigger of the metabolic alterations in the mice offspring observed by the body weight 
and adiposity associated with Il-1β gene expression increased. These alterations seem to influence 
neuronal differentiation and hypothalamic neurogenesis by activation of Notch1 effector (Hes5) 




decrease on development of the POMC neurons, favoring NPY neuron development and 
hyperphagia leading to adulthood obesity. 
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Legends  
Figure 1.A. Body weight (g) of dams during adaptation period (SC, n=08 – opened circles and 
HFD, n=12 – closed squares); B. Body weight (g) of dams during gestation and lactation (SC, n=03 
– opened circles and HFD, n=3 – closed squares); C. Body weight evolution (g) of offspring (SC-
O, n=24 – opened circles and HDF-O, n=27 – closed squares) and body weight (g) of neonates 
(P0) (SC-O, n=24 and HDF-O, n=27); D. Relative weight (%) of retroperitoneal fat (SC-O, n=19 
and HFD-O, n=21); E. Relative weight (%) of epididymal fat (SC-O, n=19 and HFD-O, n=21), 
of mice offspring (P28) from dams fed withstandard chow (SC) and high-fat diet (HFD). The bars 
represent the mean ± standard error. *Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001). 
 
Figure 2.A. mRNA levels of Il-1β in the hypothalamus of neonates (SC-O, n=05 and HFD-O=05) 
and in the hypothalamus (SC-O, n=04 and HFD-O=05) and ARC (SC-O, n=03 and HFD-O=03) 
of mice offspring P28; mRNA levels of Tnf-α in the hypothalamus of neonates (SC-O, n=05 and 
HFD-O=05) and in the hypothalamus and ARC (SC-O, n=03 and HFD-O=03) of mice offspring 
P28; B. Protein content of p-JNK (SC-O, n=04 and HFD-O=04), and; C. Protein content of NF-
κB (SC-O, n=04 and HFD-O=04) in the hypothalamus of neonates from dams fed with SC and 
HFD. D. Protein content of p-JNK (SC-O, n=04 and HFD-O=04), and; E. Protein content of 
NF-κB (SC-O, n=04 and HFD-O=04) in the hypothalamus of mice offspring P28 from dams fed 
with SC and HFD. The bars represent the mean ± standard error. *Means significantly different by 





Figure 3.A. Confocal images illustrating BrDU+ cells (green), nuclear labeling with TO-PRO3 
(blue) and merge, performed from brain coronal sections (30µm) of neonates from dams injected 
with BrDU at 12th day of the gestation and fed with standard chow (SC-O) and high-fat diet (HFD-
O), and; B. Quantification of the numbers of BrDU+ cells in the ARC of neonates (P0) from dams 
fed with SC (SC-O=3) and HFD (HFD-O=03). C. mRNA levels of AgRP (SC-O, n=05 and HFD-
O=04) and Pomc (SC-O, n=06 and HFD-O=04) in the hypothalamus of neonates (P0) from dams 
fed with SC and HFD. V3, Third ventricle. The bars represent the mean ± standard error. *Means 
significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Scale bars: 100µm. 
 
Figure 4.A. mRNA levels of Notch1 (SC-O, n=07 and HFD-O=07); B. mRNA levels of Hes5 
(SC-O, n=05 and HFD-O=05); and C. mRNA levels of Ascl1 (SC-O, n=08 and HFD-O=07) in 
the hypothalamus of neonates (P0) from dams fed with HFD and SC. D. Protein content of 
Notch1 (SC-O, n=04 and HFD-O=04); E. Protein content of Hes5 (SC-O, n=04 and HFD-
O=03); and F. Protein content of Mash1 (SC-O, n=04 and HFD-O=04) in the hypothalamus of 
neonates (P0) from dams fed with SC and HFD. The bars represent the mean ± standard error. 
*Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
 
Figure 5.A. Confocal images illustrating BrDU+ cells (green), nuclear labeling with TO-PRO3 
(blue) and merge, performed from coronal sections (30µm) of offspring’s brain (P28) from dams 
injected with BrDU at 12th day of the gestation and fed with standard chow (SC-O) and high-fat 
diet (HFD-O), and; B. Quantification of the numbers of BrDU+ cells in the ARC of offspring mice 
(P28) from dams fed with SC (SC-O=3) and HFD (HFD-O=03). V3, Third ventricle. The bars 
represent the mean ± standard error. *Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, 





Figure 6.A. Illustrating BrDU+ cells (green), nuclear labeling with TO-PRO3 (blue) and merge, 
performed from coronal sections (30µm) of adult offspring’s brain (P82) from dams injected with 
BrDU at 12th day of the gestation and fed with standard chow (SC-O) and high-fat diet (HFD-O). 
V3, Third ventricle. Scale bars: 100µm.  
 
Figure 7.A. mRNA levels of Notch1 (SC-O, n=06 and HFD-O=07); B. mRNA levels of Hes5 
(SC-O, n=05 and HFD-O=06), and; C. mRNA levels of Ascl1 (SC-O, n=07 and HFD-O=06) in 
the hypothalamus of mice offspring (P28) from dams fed with SC and HFD. D. Protein content 
of Notch1 (SC-O, n=03 and HFD-O=03); E. Protein content of Hes5 (SC-O, n=04 and HFD-
O=04), and; F. Protein content of Mash1 (SC-O, n=04 and HFD-O=04) in the hypothalamus of 
mice offspring (P28) from dams fed with SC and HFD. The bars represent the mean ± standard 
error. *Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
 
Figure 8.A. mRNA levels of Notch1 (SC-O, n=05 and HFD-O=05); B. mRNA levels of Hes5 
(SC-O, n=04 and HFD-O=05), and; C. mRNA levels of Ascl1 (SC-O, n=05 and HFD-O=05) in 
the ARC of mice offspring (P28) from dams fed with SC and HFD. D. Protein content of Notch1 
(SC-O, n=03 and HFD-O=03), and; E. Protein content of Mash1 (SC-O, n=03 and HFD-O=04) 
in the ARC of mice offspring (P28) from dams fed with SC and HFD. The bars represent the mean 
± standard error. *Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
 
Figure 9.A. Microscopic images illustrating Mash-labeled cells (brown) performed from coronal 
sections (5µm) of offspring’s brain (P28) from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD-O); B. 
Quantification of the numbers of Mash1-labeled cells in the ARC of mice offspring (P28) from 
dams fed with SC (SC-O, n=03) and HFD (HFD-O, n=03). C. Microscopic images illustrating 




from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD); D. Quantification of the numbers of DCX-
labeled cells in the ARC of mice offspring from dams fed with SC (SC-O, n=03) and HFD (HFD-
O, n=03). E. Confocal images illustrating NeuN+ cells (red) performed from coronal sections 
(30µm) of offspring’s brain (P28) from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD-O). F. 
Quantification of the numbers of NeuN+ cells in the ARC of mice offspring from dams fed with 
SC (SC-O, n=04) and HFD (HFD-O, n=05). V3, Third ventricle. The bars represent the mean ± 
standard error. *Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
Scale bars: 100µm. 
 
Figure 10.A. Confocal images illustrating NPY+ cells (green), NeuN+ cells (red) and nuclear 
labeling with TO-PRO3 (blue), performed from coronal sections (30µm) of offspring’s brain 
(P28) from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD-O), and; B. Quantification of the numbers 
of NPY+NeuN+ cells in the ARC of mice offspring (P28) from dams fed with SC (SC-O=04) and 
HFD (HFD-O=03). C. Confocal images illustrating NPY+ cells (green), NeuN+ cells (red) and 
nuclear labeling with TO-PRO3 (blue), performed from coronal sections of adult offspring’s brain 
(P82) from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD-O). V3, Third (30µm) ventricle. The bars 
represent the mean ± standard error. *Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001). Scale bars: 100µm. 
 
Figure 11.A. Confocal images illustrating POMC+ cells (green), NeuN+ cells (red) and nuclear 
labeling with TO-PRO3 (blue), performed from coronal sections (30µm) of offspring’s brain 
(P28) from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD-O), and; B. Quantification of the numbers 
of POMC+NeuN+ cells in the ARC of mice offspring (P28) from dams fed with SC (SC-O=3) and 
HFD (HFD-O=03). C. mRNA levels of AgRP (SC-O, n=04 and HFD-O, n=05) and Pomc (SC-




V3, Third ventricle. The bars represent the mean ± standard error. *Means significantly different 
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Figure 1.A. Body weight (g) of dams during adaptation period (SC, n=08 – opened circles and HFD, n=12 – closed 
squares); B. Body weight (g) of dams during gestation and lactation (SC, n=03 – opened circles and HFD, n=3 – 
closed squares); C. Body weight evolution (g) of offspring (SC-O, n=24 – opened circles and HDF-O, n=27 – closed 
squares) and body weight (g) of neonates (SC-O, n=24 and HDF-O, n=27); D. Relative weight (%) of retroperitoneal 
fat (SC-O, n=19 and HFD-O, n=21); E. Relative weight (%) of epididymal fat (SC-O, n=19 and HFD-O, n=21), of 
mice offspring (P28) from dams fed with standard chow (SC) and high-fat diet (HFD). The bars represent the mean 








Figure 2.A. mRNA levels of Il-1β in the hypothalamus of neonates (SC-O, n=05 and HFD-O=05) and in the 
hypothalamus (SC-O, n=04 and HFD-O=05) and ARC (SC-O, n=03 and HFD-O=03) of mice offspring P28; mRNA 
levels of Tnf-α in the hypothalamus of neonates (SC-O, n=05 and HFD-O=05) and in the hypothalamus and ARC 
(SC-O, n=03 and HFD-O=03) of mice offspring P28; B. Protein content of p-JNK (SC-O, n=04 and HFD-O=04), 
and; C. Protein content of NF-κB (SC-O, n=04 and HFD-O=04) in the hypothalamus of neonates from dams fed 
with SC and HFD. D. Protein content of p-JNK (SC-O, n=04 and HFD-O=04), and; E. Protein content of NF-κB 
(SC-O, n=04 and HFD-O=04) in the hypothalamus of mice offspring P28 from dams fed with SC and HFD. The 














Figure 3.A. Confocal images illustrating BrDU+ cells (green), nuclear labeling with TO-PRO3 (blue) and merge, 
performed from brain coronal sections (30µm) of neonates from dams injected with BrDU at 12th day of the gestation 
and fed with standard chow (SC-O) and high-fat diet (HFD-O), and; B. Quantification of the numbers of BrDU+ cells 
in the ARC of neonates (P0) from dams fed with SC (SC-O=3) and HFD (HFD-O=03). C. mRNA levels of AgRP 
(SC-O, n=05 and HFD-O=04) and Pomc (SC-O, n=06 and HFD-O=04) in the hypothalamus of neonates (P0) from 
dams fed with SC and HFD. V3, Third ventricle. The bars represent the mean ± standard error. * Means significantly 








Figure 4.A. mRNA levels of Notch1 (SC-O, n=07 and HFD-O=07); B. mRNA levels of Hes5 (SC-O, n=05 and 
HFD-O=05); and C. mRNA levels of Ascl1 (SC-O, n=08 and HFD-O=07) in the hypothalamus of neonates from 
dams fed with SC and HFD. D. Protein content of Notch1 (SC-O, n=04 and HFD-O=04); E. Protein content of 
Hes5 (SC-O, n=04 and HFD-O=03); and F. Protein content of Mash1 (SC-O, n=04 and HFD-O=04) in the 
hypothalamus of neonates from dams fed with SC and HFD. The bars represent the mean ± standard error. * Means 

































Figure 5.A. Confocal images illustrating BrDU+ cells (green), nuclear labeling with TO-PRO3 (blue) and merge, 
performed from coronal sections (30µm) of offspring’s brain (P28) from dams injected with BrDU at 12th day of the 
gestation and fed with standard chow (SC-O) and high-fat diet (HFD-O), and; B. Quantification of the numbers of 
BrDU+ cells in the ARC of offspring mice (P28) from dams fed with SC (SC-O=3) and HFD (HFD-O=03). V3, Third 
ventricle. The bars represent the mean ± standard error. *Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, 



















Figure 6A. Illustrating BrDU+ cells (green), nuclear labeling with TO-PRO3 (blue) and merge, performed from 
coronal sections (30µm) of adult offspring’s brain (P82) from dams injected with BrDU at 12th day of the gestation 























Figure 7.A. mRNA levels of Notch1 (SC-O, n=06 and HFD-O=07); B. mRNA levels of Hes5 (SC-O, n=05 and 
HFD-O=06), and; C. mRNA levels of Ascl1 (SC-O, n=07 and HFD-O=06) in the hypothalamus of mice offspring 
(P28) from dams fed with SC and HFD. D. Protein content of Notch1 (SC-O, n=03 and HFD-O=03); E. Protein 
content of Hes5 (SC-O, n=04 and HFD-O=04), and; F. Protein content of Mash1 (SC-O, n=04 and HFD-O=04) in 
the hypothalamus of mice offspring (P28) from dams fed with SC and HFD. The bars represent the mean ± standard 







Figure 8.A. mRNA levels of Notch1 (SC-O, n=05 and HFD-O=05); B. mRNA levels of Hes5 (SC-O, n=04 and 
HFD-O=05), and; C. mRNA levels of Ascl1 (SC-O, n=05 and HFD-O=05) in the ARC of mice offspring (P28) from 
dams fed with SC and HFD. D. Protein content of Notch1 (SC-O, n=03 and HFD-O=03), and; E. Protein content 
of Mash1 (SC-O, n=03 and HFD-O=04) in the ARC of mice offspring (P28) from dams fed with SC and HFD. The 









Figure 9.A. Microscopic images illustrating Mash-labeled cells (brown) performed from coronal sections (5µm) of 
mice offspring’s brain (P28) from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD-O); B. Quantification of the numbers of 
Mash1-labeled cells in the ARC of mice offspring from dams fed with SC (SC-O, n=03) and HFD (HFD-O, n=03). 
C. Microscopic images illustrating DCX-labeled cells (brown), performed from coronal sections (5µm) of mice 
offspring’s brain (P28) from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD); D. Quantification of the numbers of DCX-
labeled cells in the ARC of mice offspring from dams fed with SC (SC-O, n=03) and HFD (HFD-O, n=03). E. 
Confocal images illustrating NeuN+ cells (red) performed from coronal sections (30µm) of mice offspring’s brain (P28) 
from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD-O). F. Quantification of the numbers of NeuN+ cells in the ARC of 
mice offspring from dams fed with SC (SC-O, n=04) and HFD (HFD-O, n=05). V3, Third ventricle. The bars 
represent the mean ± standard error. *Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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Figure 10.A. Confocal images illustrating NPY+ cells (green), NeuN+ cells (red) and nuclear labeling with TO-PRO3 
(blue), performed from coronal sections (30µm) of mice offspring’s brain (P28) from dams fed with SC (SC-O) and 
HFD (HFD-O), and; B. Quantification of the numbers of NPY+NeuN+ cells in the ARC of mice offspring (P28) 
from dams fed with SC (SC-O=04) and HFD (HFD-O=03). C. Confocal images illustrating NPY+ cells (green), 
NeuN+ cells (red) and nuclear labeling with TO-PRO3 (blue), performed from coronal sections of adult mice 
offspring’s brain (P82) from dams fed with SC (SC-O) and HFD (HFD-O). V3, Third (30µm) ventricle. The bars 
represent the mean ± standard error. * Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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Figure 11.A. Confocal images illustrating POMC+ cells (green), NeuN+ cells (red) and nuclear labeling with TO-
PRO3 (blue), performed from coronal sections (30µm) of mice offspring’s brain (P28) from dams fed with SC (SC-
O) and HFD (HFD-O), and; B. Quantification of the numbers of POMC+NeuN+ cells in the ARC of mice offspring 
(P28) from dams fed with SC (SC-O=3) and HFD (HFD-O=03). C. mRNA levels of AgRP (SC-O, n=04 and HFD-
O, n=05) and Pomc (SC-O, n=03 and HFD-O, n=05) in ARC of mice offspring (P28) from dams fed with SC and 
HFD. V3, Third ventricle. The bars represent the mean ± standard error. * Means significantly different by unpaired t 





4 DISCUSSÃO GERAL 
O consumo de HFD durante períodos críticos do desenvolvimento como a gestação 
e a lactação causa prejuízos à prole, aumentando o risco no desenvolvimento de obesidade na 
vida adulta. Esta afirmativa vem sendo reforçada constantemente por meio de estudos que 
demonstram tais efeitos.  
 
Em estudo com modelo de obesidade induzida por dieta em roedores, Shankar e 
colaboradores (2011) observaram que a obesidade materna levou ao acúmulo de lipídeos no 
útero das fêmeas durante o período de periimplantação, além de promover a ativação de vias 
inflamatórias como IKK/NF-κB, desencadeando alterações nos níveis de mRNA de gen s 
inflamatórios e mitocondriais nos blastocistos machos. Destacando a influência precoce da 
obesidade materna já no início da gestação.  
 
Os dados do presente estudo mostram que a exposição à dieta HFD foi capaz de 
aumentar o peso corporal das fêmeas logo no período de adaptação, este aumento foi mantido 
até o meio do período gestacional (12° dia). Na lactação não se observou diferença no peso 
corporal das fêmeas, provavelmente devido à alta demanda energética para alimentar a prole. 
Porém, o consumo materno de HFD parece ser capaz de promover alterações metabólicas na 
prole, uma vez que os filhotes apresentaram maior peso corporal acompanhado de aumento na 
deposição de gordura epididimal e retroperitoneal, além de elevados níveis de mRNA de Il-1β 
no hipotálamo e no ARC da prole, um forte indicativo de ativação das vias inflamatórias.  
 
Reforçando estes achados, estudos do nosso grupo mostra  que proles de mães 
expostas à HFD apresentam uma série de alterações metabólicas como aumento dos níveis 
séricos de colesterol, triglicérides, ácidos graxos livres e insulina, aumento de citocinas pró-
inflamatórias, intolerância à glicose (Ashino et al., 2012; Benatti et al., 2014); e resistência 
hipotalâmica à insulina (Melo et al., 2014).  
 
Além das alterações metabólicas, outros prejuízos estão relacionados com o 
consumo materno de HFD, como mudanças no comportamen o alimentar da prole. Em estudo 
com roedores, Chang e colaboradores (2008) demonstraram que o consumo materno de HFD 
durante o período perinatal promoveu aumento de lipídeos circulantes tanto nas mães como nas 




relacionado com aumento na proliferação de NPCs e na diferenciação destes progenitores em 
neurônios que expressam neuropeptídios altamente responsivos à HFD, como orexina e MCH 
(Chang et al., 2008). Estas alterações na formação dos neurônios que compõem os circuitos 
neuronais hipotalâmicos reguladores do apetite parecem promover mudanças comportamentais 
e fisiológicas a longo prazo, observadas na prole após o desmame, como aumento na ingestão 
alimentar, preferência por alimentos ricos em gordura, hiperlipidemia e aumento do peso 
corporal (Chang et al., 2008). Tais achados mostram que a exposição materna à HFD causa 
prejuízos permanentes na prole mesmo na ausência do estímulo obesogênico. 
 
Em contrapartida, outro estudo mostra que o consumo de HFD reduz a 
sobrevivência e a proliferação de células-tronco neuronais hipotalâmicas (htNSCs) pela 
ativação da via inflamatória IKKβ/NF-κB. O que corrobora com os achados de Thaler e 
colaboradores (2012), em estudo com modelo de obesidade induzida por dieta (DIO) em 
roedores, demonstrando que a inflamação desencadeada p lo consumo de HFD promove dano 
neuronal no ARC, culminando na redução de neurônios an rexigênicos do tipo POMC, células 
que exercem função protetora contra a obesidade (Thaler et al., 2012). 
 
Para determinar a proliferação neuronal hipotalâmica na prole de mães expostas à 
HFD, utilizou-se marcação com BrDU, um análogo da timidina, capaz de incorporar a fita de 
DNA durante a replicação, na fase S do ciclo celular (Gratzner, 1982; Kee et al., 2002; Ishii & 
Bouret, 2012). Os dados obtidos mostram menor número d  células marcadas com BrDU no 
ARC de neonatos cujas mães foram expostas à HFD na gest ção. Sugerindo que a dieta rica em 
gorduras pode ser capaz de interferir negativamente na neurogênese hipotalâmica embrionária. 
Outro dado interessante observado foi o aumento nos níveis de mRNA de AgRP no hipotálamo 
dos neonatos, porém os níveis de mRNA de Pomc não foram diferentes. Tais evidências 
reforçam ainda mais a influência do consumo materno de HFD sobre a formação dos circuitos 
neuronais hipotalâmicos, favorecendo o desenvolvimento de um fenótipo hiperfágico. Em 
recente estudo do nosso grupo demonstrou-se aumento no consumo de leite pela prole de mães 
expostas à HFD durante a gestação (Payolla et al., 2015). 
 
Embora os dados não apresentem ativação das vias inflamatórias JNK e IKKβ/NF-
κB nos camundongos neonatos expostos à HFD in utero, como observado nos estudos citados 




Notch no hipotálamo destes animais. A via de sinalização Notch é extremamente importante 
para a proliferação e manutenção de NPCs hipotalâmicos (Shimojo et al., 2008; Yu et al., 2014). 
Portanto, as alterações observadas nesta via podem estar relacionadas com a reduzida marcação 
de BrDU no ARC destes animais, reforçando a hipótese de prejuízo na neurogênese 
hipotalâmica embrionária. 
 
É importante destacar que o desenvolvimento hipotalâmico em camundongos (P0) 
não sofre influência da composição do leite materno. Portanto, as modificações descritas até 
agora em neonatos estão associadas apenas com o comp rtamento alimentar materno e 
obesidade. 
 
Em roedores, a formação dos circuitos neuronais hipotalâmicos ocorre durante o 
período embrionário e consolida-se ao final da segunda semana de vida do animal, ainda no 
período de lactação (Markakis, 2002; Grove et al., 2003; Bouret et al., 2004; Bouret, 2010). 
Portanto, a influência da lactação deve ser considerada neste contexto. 
 
Um interessante estudo de McNay e colaboradores (2012) revelou que os circuitos 
neuronais hipotalâmicos em roedores passam por um remodelamento entre a 4ª e a 12ª semana 
de vida. Os autores descrevem ainda que o remodelamento consiste na renovação de neurônios 
POMC e NPY com a finalidade de manter a integridade desta rede neuronal essencial na 
regulação da homeostase energética. Os dados do presente estudo mostram aumento na 
marcação de BrDU no ARC da prole (P28) de mães alimentadas com HFD durante a gestação 
e a lactação. Este aumento na marcação de BrDU parece persistir até a fase adulta da prole 
(P82). Sugerindo um possível envelhecimento dos circuitos neuronais hipotalâmicos, 
decorrente de algum dano na via de sinalização que controla a renovação de neurônios maduros 
por novos neurônios.  
 
Além disso, notou-se aumento no número de neurônios maduros (marcados com 
NeuN) no ARC das proles (P28) de mães expostas à HFD, porém o número de neurônios recém-
formados, marcados com DCX não apresentaram diferença, reforçando o possível 






Quando se avaliou a população de neurônios POMC e NPY no ARC da prole de 
mães HFD, observou-se redução no número de neurônios POMC e aumento de neurônios NPY, 
embora os níveis de mRNA de AgRP e Pomc não tenham sido diferentes. Interesantemente, o 
aumento de neurônios NPY parece persistir no animal adulto (P82). Tais achados confirmam 
uma tendência para o desenvolvimento de fenótipo hierfágico, apontada desde o primeiro dia 
de vida da prole (P0). Tornando-se cada vez mais evidente que este fenótipo seja resultado de 
alterações na formação de circuitos neuronais que regulam o apetite.  
 
Alguns mecanismos são propostos para explicar a influência do consumo de HFD 
sobre a neurogênese hipotalâmica. O estudo de Li etal. (2012) mostra que o prejuízo na 
neurogênese hipotalâmica observado nos animais está as ociado com aumento na sinalização 
da via Notch1 mediado pela ação de IKKβ/NF-κB, inibindo a diferenciação e formação de 
novos neurônios. Alguns trabalhos mostram a correlação entre as vias Notch e NF-κB em 
diferentes tipos celulares (Cheng et al., 2001; Espino a et al., 2003; Oakley et al., 2003; Vacca 
et al., 2006). Também é descrito na literatura que a sinalização Notch é capaz de inibir a 
diferenciação neuronal e a neurogênese (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Lütolf et al., 2002; 
Louvi & Artavanis-Tsakonas, 2006; Carlén et al., 2009; Oya et al., 2009; Borghese et al., 2010; 
Hansen et al., 2010). Embora não tenha sido observada ativação das vias JNK e IKKβ/NF-κB 
na prole (P28) de mães expostas à HFD durante a gestação e a lactação, notou-se aumento nos 
níveis de mRNA do gene Il-1β tanto no hipotálamo como no ARC destes animais. Estes 
achados vão ao encontro de alguns trabalhos mostrando que a ativação da sinalização Notch 
promove ativação microglial estimulando a produção de Il-1β, principal citocina pró-
inflamatória liberada pela micróglia ativada (Wei et al., 2011; Wang et al., 2014; Zhang et al. 
2015). Segundo Wang e colaboradores (2014), o aumento na liberação de Il-1β pela exacerbada 
ativação microglial pode romper a integridade da barreir  hemato-encefálica induzindo 
neuroinflamação.  
 
Segundo Li et al. (2012), a neuroinflamação decorrente do consumo de HFD parece 
estar relacionada com um mecanismo neurodegenerativo levando à perda de neurônios 
hipotalâmicos que regulam a homeostase energética. Neste sentido, é possível considerar que o 
aumento nos níveis hipotalâmicos de mRNA de Il-1β, provavelmente, mediado por Notch1 na 
prole HFD-O possa ter alguma relação com o processo neurodegenerativo destacado no estudo 




nestes animais. Mesmo que este segmento de neuroinflamação/neurodegeneração não tenha 
sido foco de estudo do presente trabalho, talvez seja uma promissora área a ser explorada em 
futuras pesquisas. 
 
Em estudo do nosso grupo demonstrou-se que o consum materno de HFD parece 
ativar a sinalização Notch1 no hipocampo da prole, inibindo a expressão de genes proneurais 
promovendo atraso na diferenciação neuronal e possível inibição da neurogênese hipocampal 
(Mendes-da-Silva et al., 2015). Concordando com os achados do nosso grupo Yu e 
colaboradores (2014) mostraram que o consumo materno de HFD ativou a via Notch nas 
células-tronco neurais (NSCs) da prole, afetando a maturação final dos neurônios a partir de 
NSCs. Dados do presente estudo mostram que tanto os ívei  de mRNA do gene Notch1 como 
o conteúdo da proteína Notch1 não foram alterados no hipotálamo da prole de mães expostas à 
HFD durante a gestação e lactação, entretanto, um aumento nos níveis de mRNA do gene Hes5, 
um efetor de Notch1, no ARC e no hipotálamo destes animais foi observado. Hes1 e Hes5 são 
repressores trancricionais ativados por Notch1, regulando negativamente a expressão de genes 
proneurais, como Mash1 e Ngn2, inibindo a diferenciação neuronal (Honjo, 1996; Artavanis-
Tsakonas et al., 1999; Ohtsuka et al., 1999; Bertrand et al., 2002; Ross et al., 2003; Kageyama 
et al., 2007; Shimojo et al., 2008; 2011). Estes achados sustentam os dados que mostram uma 
diminuição nos níveis hipotalâmicos de mRNA do gene que codifica Mash1 (Ascl1) 
acompanhado de menor número de células marcadas com Mash1 no ARC de camundongos 
HFD-O (P28). Em recente estudo com ratos, Desai e colaboradores (2016) demonstram que o 
consumo de HFD durante a gestação e lactação diminui o conteúdo protéico de Mash1 no 
hipotálamo de neonatos e no ARC da prole adulta. 
 
O fator de transcrição proneural bHLH Mash1 exerce papel importante na 
neurogênese e na especificação de subtipos neuronais (Parras et al., 2002). Além do seu papel 
neuronal (Guillemot, 1995; Casarosa & Guillemot, 1999), é requerido no desenvolvimento de 
células endócrinas dos pulmões (Borges et al., 1997), adrenal (Huber et al., 2002) e tireóide 
(Lanigan et al., 1998). Segundo McNay et al. (2006), Mash1 é requerido no desenvolvimento 
de neurônios POMC e suprime a expressão de NPY em regiões hipotalâmicas (ARC e VMH). 
Além disso, no mesmo estudo demonstraram que Mash1 é capaz de modular o fator de 
transcrição proneural bHLH Ngn3 (McNay et al., 2006). A perda de Mash1 leva a uma perda 




et al, 2006; Pelling et al., 2011). Tais evidências sugerem que a diminuição de Mash1 na prole 
de mães expostas à HFD possa ser responsável pela redução na população dos neurônios 
POMC. Uma vez que Mash1 é requerido no desenvolvimento destes neurônios (McNay et al, 
2006).  
 
Essa perda no número de neurônios POMC parece ser compensada pelo aumento 
no número de neurônios NPY no ARC destes animais. Estes resultados reforçam ainda mais o 
desenvolvimento de um fenótipo hiperfágico decorrente do consumo materno de dieta rica em 
gorduras. 
 
Torna-se cada vez mais clara a influência da nutrição materna sobre o 
desenvolvimento da prole. Evidências surpreendentes são apresentadas em recente estudo com 
roedores, mostrando que o consumo de HFD pelos pais (mãe ou pai) gera proles mais 
susceptíveis ao desenvolvimento de obesidade e diabetes. Sugerindo que tal propensão a 
doenças metabólicas pode ser resultado de herança epigenética transmitida de uma geração para 
outra (Huypens et al., 2016).  
 
Os dados do presente estudo mostram que o consumo de HFD durante a gestação e 
a lactação promove alterações na prole de camundongos, observadas desde o primeiro dia de 
vida destes animais. Tais alterações envolvem aumento de peso corporal e deposição de 
gordura, modulação da via de sinalização Notch1 que pod  estar relacionada com o aumento 
dos níveis hipotalâmicos de mRNA de Il-1β e diminuição de Mash1 mediada por seu repressor 
Hes5. A diminuição de Mash1 parece ser responsável pela redução na população de neurônios 
POMC e aumento compensatório na população de neurônios NPY. A predominância de 
neurônios orexigênicos (NPY) pode desencadear distúrb os alimentares como hiperfagia 






5 CONCLUSÃO GERAL 
 
De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que o consumo de dieta 
hiperlipídica durante períodos críticos do desenvolvimento como gestação e lactação é capaz 
de alterar a via de sinalização Notch1/Mash1 no hiptálamo e núcleo arqueado da prole de 
camundongos, levando à supressão de Mash1 mediada por Hes5. Tal supressão desencadeou 
alterações na neurogênese hipotalâmica e na diferenciação neuronal, observadas por meio da 
redução na população de neurônios POMC e aumento no número de neurônios NPY. 
Favorecendo o desenvolvimento de um fenótipo hiperfágico que pode estar relacionado com o 
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APÊNDICE A  – Composição da dieta hiperlipídica e da ração comercial 
 
 
Tabela 1. Composição nutricional da dieta experimental e ração comercial oferecidas para os 
camundongos durante a gestação e a lactação 































 Standard chow1 
(g%) 
High fat diet 
(g%) 
Carboidratos 55 41,2 
Fonte protéica 22,5 20,8 
Lipídeos 4,5 23,6 
Fibras 8 5,8 
Cinzas 10 8,6 
Total 100 100 
























ANEXO C – Declaração referente à Lei n.º 9.610/98 
 
 
